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1  Einführung 
 
 
1.1  Das Parkinsonsyndrom 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bereits 1817 beschrieb der englische Arzt James Parkinson in seinem „An Essay on 
the Shaking Palsy“ (Parkinson, 1817) die Symptome einer Erkrankung, deren 
Ätiologie auch bis heute noch weitestgehend ungeklärt ist (Hirsch, 1999; Reichmann 
& Janetzky, 2000; Walt et al., 2003). Der Grund hierfür mag teilweise in der 
chronischen Natur der Krankheit selbst liegen, die üblicherweise ein bis zwei 
Jahrzehnte andauert (Orr et al., 2002).  
Die Parkinson Krankheit zählt, bei einem Erkrankungsrisiko von 1:40 bei älteren 
Menschen (Schapira, 1999), neben der Alzheimer Erkrankung und der Amyotrophen 
Lateralsklerose zu den häufigsten neurodegenerativen Erkrankungen (Olanow & 
Arendash, 1994). Hierbei sind Krankheitsausbrüche unter 40 Jahren relativ selten 
(Jenner, 1994). Erst mit zunehmendem Alter nimmt das Risiko an Parkinson zu 
erkranken progressiv zu (Sherer et al., 2002). Dabei handelt es sich überwiegend um 
sporadische Fälle unbekannter Genese (Riess & Krüger, 1999). Nur bei fünf bis zehn 
Prozent der betroffenen Personen lässt sich ein familiärer Hintergrund nachweisen 
(Kitada et al., 2000), wobei hier der Ausbruch der Erkrankung gewöhnlich früher 
  “So slight and nearly imperceptible are the first inroads of this malady, and so 
extremely slow is its progress, that it rarely happens that the patient can form 
any recollection of the precise period of its commencement. The first symptoms 
perceived as a slight sense of weakness with a proneness to trembling in some 
particular part; sometimes in the head but most commonly in one of the hands 
and arms. … As time and the disease proceed, difficulties increase: writing can 
now be hardly at all accomplished; and reading, from tremulous motion, is 
accomplished with some difficulty. Whilst at meal the fork not being duly 
directed, frequently fails to raise the morsel from the plate: is with much difficulty 
conveyed to the mouth. … His words are now scarcely intelligible; and he is not 
only no longer able to feed himself, but when the food is conveyed to the mouth 
so much are the actions of the muscles of the tongue, pharynx, etc. impeded by 
impaired action and perpetual agitation, that the food is with difficulty retained in 
the mouth until masticated; and then as difficultly swallowed. 
As the debility increases and influence of the will over the muscles fades away, 
the tremulous agitation becomes more vehement…the chin is now almost 
immoveably bent down upon sternum. The slops with which he is attempted to 
be fed, with the saliva, are continually trickling from the mouth. The power of 
articulations is lost. The urine and faeces are passed involuntarily; and at the 
last, constant sleepiness, with slight delerium, and other marks of extreme 
exhaustion, announce the wished-for relief.” (Aronson, 1986) 
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beginnt und die Krankheit von eher atypischen Symptomen begeleitet wird (Sherer et 
al., 2002).  
Die klinischen Anzeichen des Parkinsonsyndroms, Rigor (Muskelsteifheit), Tremor 
(Zittern) sowie Brady-, Hypo- und Akinese (Verlangsamung der Bewegung, 
Verarmung der Bewegung und Bewegungsunfähigkeit) (Schapira, 1999; Bonnet & 
Houeto 1999), resultieren aus einem Mangel an Dopamin (Gormann et al., 1996;  
Schapira, 1998). Zusätzlich können Depressionen und kognitive Defizite den 
Krankheitsverlauf begleiten und ungefähr ein Viertel der Patienten entwickeln später 
eine Demenz (Sherer et al., 2002).  
Die heute allgemein übliche Therapie mit L-Dopa und/oder Dopaminagonisten dient 
lediglich der Wiederherstellung der Dopaminkonzentration im Striatum (Hirsch, 
1999). Zum gegenwärtigen Zeitpunkt ist diese Behandlung nur substitutiv, ein 
Fortschreiten der Krankheit kann nicht aufgehalten werden und die Nebenwirkungen, 
z.B. Dyskinesien, sind unangenehm für die Patienten (McNaught & Olanow, 2003; 
Stocci & Olanow, 2003).  
 
 
1.1.1  Pathogenese 
 
Ein morphologisches Kennzeichen der Parkinson Erkrankung ist der Verlust 
dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars compacta (Snc), was zu einer 
Erniedrigung der striatalen Dopaminkonzentration führt (Hornykiewicz, 1960). Durch 
diese Abnahme des Neurotransmitters Dopamin wird eine Kaskade funktioneller 
Veränderungen im Schaltsystem der Basalganglien ausgelöst, was schließlich zur 
Entwicklung des Parkinsonsyndroms führt (Albin et al, 1989; Crossman, 1989; 
Delong, 1990). Auch wenn andere dopaminerge Zellgruppen (z.B. Area tegmentalis) 
sowie catecholaminhaltige Zellen (z.B. Locus ceruleus) in den Degenerationsprozess 
involviert sind, prägt der Zelluntergang der Substantia nigra pars compacta das 
klinische Bild (Sherer et al., 2002). 
Weiterhin können ubiquitinreiche, eosinophile intracytoplasmatische Einschlusskör-
per (Lewy bodies) in den nigralen Nervenzellen typische Merkmale des Morbus 
Parkinson sein ( Mirra, 1997).  
Nicht alle dopaminergen Neurone im Mesencephalon degenerieren im gleichen 
Ausmaß (Hirsch et al., 1988; Damier et al., 1997). Daraus folgt, dass manche 
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Neurone anfälliger sind. Die Ursache dafür ist noch genauso unklar, wie der 
Ursprung der Zelldegeneration. Auch die genauen Auslöser des Zelltodes sind bis 
heute nicht bekannt (Warner & Schapira, 2003). Verschiedene biochemische 
Abnormalitäten konnten aber im Gehirn von Parkinsonpatienten nachgewiesen 
werden. Diese beinhalten eine erhöhte Anzahl an freien Radikalen, mitochondriale 
Dysfunktionen, erhöhte Eisenablagerungen, Veränderungen in der Aktivität der 
Atmungsketten-enzyme sowie inflammatorische Prozesse (Greenamyre et al., 2001; 
van der Walt et al., 2003). 
Kontrovers diskutiert wird auch der familiäre genetische Hintergrund (siehe 1.1.2). 
Interessanterweise beschrieb schon Charcot (1878), im späten 19. Jahrhundert 
einen familiären Hintergrund (Langston, 1998).  
Da mit zunehmendem Alter auch die Prävalenz an Parkinson zu erkranken ansteigt, 
sollte auch dieser Punkt mitbedacht werden ( Beal, 1995; Wei 1998). 
Keiner der aufgeführten Faktoren konnte aber bis heute als kausale Ursache der 
Erkrankung identifiziert werden (Taylor et al., 1999). So ist es wahrscheinlich, dass 
ein multifaktorielles Zusammenspiel verschiedener Veränderungen zum nigralen 
Zelltod führt (Beal, 1995; Reichmann & Janetzky, 2000). 
 
 
1.1.2 Genetische Prädisposition 
 
Bis heute ist noch völlig unklar, inwieweit und welche genetischen Faktoren an der 
Entstehung des Parkinsonsyndroms beteiligt sind. Seit langem wird ein genetischer 
Hintergrund vermutet (vgl. 1.1.1). Darauf wiesen verschiedene Studien, unter 
anderem in Montreal, New Jersey, Bethesda und Island hin, die an Familien mit 
Parkinson durchgeführt wurden. Hierbei konnte ein teilweise bis zu sechsmal 
höheres Risiko bei Geschwistern und ein dreifach höheres Risiko bei Nachkommen 
ersten Grades von Patienten, ebenfalls an Parkinson zu erkranken, nachgewiesen 
werden (Warner & Shapira, 2003).  In einer der bisher größten Zwillingsstudien mit 
ausschließlich männlichen Teilnehmern fanden Tanner et al. (1999) ein 
Erkrankungsrisiko von 16 % bei monozygoten Zwillingen und von 11% bei dizygoten 
Zwillingen bei einem Ausbruch der Erkrankung nach dem fünfzigsten Lebensjahr. 
Brach die Krankheit früher aus, waren alle monozygoten Geschwister, aber nur 16% 
der zweieigen Brüder betroffen. 
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Verschiedene Stammbaumuntersuchungen von familiären Parkinsonpatienten 
konnten zeigen, dass die Krankheit gewöhnlich einem autosomal-dominanten 
Vererbungsmuster folgt (Degl’Innocenti et al.,  1989; Waters et al., 1994; Golbe et al., 
1990; Schapira, 1999). Nur sehr wenige autosomal-rezessive Fälle wurden bisher 
beschrieben (Matsumine et al., 1997; Mizuno et al., 1998). Bei einigen Patienten 
konnten spezifische chromosomale DNA Mutationen, welche mit PARK1 bis 11 
bezeichnet wurden (siehe Tab. 1) und in den meisten Fällen einem autosomal-
dominanten Vererbungsmuster folgen, nachgewiesen werden (Mayr-Wohlfart et al., 
1997; Cookson, 2005; Prestel et al., 2005). Als erste Mutation, die ein parkinson- 
ähnliches Syndrom zur Folge hat, wurde eine Veränderung im α-Synuklein-Gen 
(PARK1-Gen) von Polymeropoulos et al. (1997) beschrieben. Hierbei ist der klinische 
Phänotyp ähnlich dem der idiopathischen Parkinsonkrankheit, welche 90-95% der 
Patienten betrifft. Der Krankheitsbeginn liegt mit durchschnittlich 46±13 Jahren aber 
deutlich darunter und auch die Erkrankung selber schreitet wesentlich schneller 
voran. Ebenso gibt es eine hohe Prävalenz zur Demenz (Duvoisin & Golbe, 1995; 
Golbe et al., 1996). Sechs weitere chromosomale Loki (PARK3, 4, 5, 8, 10, 11), die 
mit einem autosomal-dominanten Erbgang assoziiert sind, wurden bis heute 
beschrieben.  PARK2, 6, 7 und PARK9 werden autosomal-rezessiv vererbt und 
führen zu einem sehr frühen Ausbruch der Krankheit (Bonifati et al., 2003).  
 
Tab 1. Übersicht über die bekannten chromosomalen PARK-Mutationen. AD = Alzheimer`s Disease, 
PD = Parkinson´s Disease, DLBD = Diffuse Lewy body disease,MSA = Multisystem-Atrophie, Lbj. = 
Lebensjahr, LRRK2 = Leucin rich repeats kinase 2. 
 
Lokus Gen/Lokalisation Proteinfunktion Phenotyp Literatur 
PARK1 
 
 
 
α-Synuklein 
4q21 
 
 
Unbekannt 
 
 
 
PD/DLBD/MSA, Ausbruch 
zwischen 30.-60. Lbj., 
rascher Verlauf, Lewy-
Körperchen 
Polymeropoulus et 
al. (1997) 
 
 
PARK2 Parkin 
2p13 
E3 Ligase PD/AD, Ausbruch 
zwischen Jugendalter und 
30. Lbj., 
sehr langsamer Verlauf, 
keine Lewy-Körperchen 
(nur eine bisher beschrie- 
bene Ausnahme) 
Kitada et al. (1998) 
 
 
Farrer et al. (2001) 
45 
544 
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Lokus Gen/Lokalisation Proteinfunktion Phenotyp Literatur 
PARK3 Unbekannt 
2p13 
Unbekannt PD/Demenz, Ausbruch 
zwischen 50.-60. Lbj., 
Lewy-Körperchen, teils 
alzheimertypische 
Veränderungen (Plaques) 
Gasser et al. (1998)
PARK4 α-Synuklein 
(Triplikation) 
4q21 
Lipidbindung? PD, Ausbruch zwischen 
30.-60. Lbj., rascher 
Verlauf, Lewy-Körperchen 
Farrer et al. (1999) 
PARK5 UCHL1 
4p14 
Ubiquitin 
Hydrolase/Ligase 
PD, Ausbruch ab ca. 50. 
Lbj.,yunbekannte 
Pathologie 
Leroy et al. (1998) 
PARK6 PINK1 
1p35-37 
Proteinkinase PD, Ausbruch zwischen 
30.-50. Lbj., 
unbekannte Pathologie 
Valente et al. (2001)
PARK7 DJ-1 
1p38 
Unbekannt PD, Ausbruch zwischen 
20.-40. Lbj., 
langsamer Verlauf, 
unbekannte Pathologie 
Van Duijn et al. 
(2001) 
PARK8 LRRK2 
12cen 
 
Unbekannt PD, Ausbruch zwischen 
40.-60. Lbj., 
Lewy bodies teilweise 
vorhanden 
Funayama et al. 
(2002) 
PARK9 Unbekannt  
1p36 
Unbekannt PD/Demenz/supranukleäre 
Blickparese/Spastik, 
Ausbruch zwischen 12-16. 
Lbj. (Kufor-Rakeb-
Syndrom) 
Najim Al.-Din et al. 
(1994) 
PARK10 Unbekannt 
1p32 
Unbekannt PD, Ausbruch zwischen 
50. und 60. Lbj. 
Hicks et al. (2002) 
PARK11 Unbekannt 
2q36 
Unbekannt PD, Ausbruch spät, 
scheint in der europä-
ischen Population keine 
Rolle zu spielen 
Pankratz et al. 
(2003) 
Prestel et al. (2004) 
 
   
α-Synuklein ist ein ubiquitäres neuronales Protein mit einer bisher unbekannten 
Funktion, welches Bestandteil der bereits erwähnten Einschlusskörperchen (Lewy 
bodies) ist. Bisher zählt es zu den am besten untersuchten Genprodukten im 
Zusammenhang mit Parkinson. Experimente mit Knockout Mäusen lassen vermuten, 
Tab. 1: Fortsetzung 
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dass das Protein möglicherweise eine Rolle bei synaptischen Prozessen im Hirn 
spielen könnte (Cookson, 2005). Bisher konnten vier Mutationen identifiziert werden, 
die zu einem defekten Genprodukt führen: A53T (Polymeropoulus et al., 1997), A30P 
(Krüger et al., 1998),  E46K (Zarranz, et al., 2004) und eine Verdreifachung des 
Wildtypgens in einer amerikanischen Familie  (Singleton et al., 2003). 
Parkin ist eine E3-Ubiquitin-Protein-Ligase, die den proteasomalen Abbau von ihren 
Substraten bewirkt. Mutationen im Parkin-Gen beeinträchtigen diese Ligasefunktion 
und es kommt zur Akkumulation von Proteinen in der Zelle (Ciechanover, 2001). 
Zahlreiche Parkinsubstrate konnten in den letzten Jahren identifiziert werden, z.B. 
CDCrel 1 (Zhang et al., 2000), Pael-Rezeptor (Imai et al., 2001) und Synphilin 1 
(Engelender et al., 1999), allerdings ist deren pathophysiologische Relevanz bisher 
nicht eindeutig. 
UCHL-1 (Ubiquitin carboxyterminale Hydrolase) ist ein weiteres Mitglied des 
Ubiquitin-Proteasom-Abbauweg, welches Peptid-Ubiquitin-Bindungen hydrolysiert 
und die Ubiquitin Monomere für einen erneuten Gebrauch regeneriert (Healy et al, 
2004). UCHL-1 wurde erstmalig mit Parkinson in Verbindung gebracht, als in einer 
deutschen Familie mit scheinbar typischem idiopatischen Parkinsonsyndrom eine 
I93M Mutation identifiziert werden konnte (Leroy et al., 1998). Allerdings konnte 
bisher keine weitere kausale Verbindung zum Morbus Parkinson nachgewiesen 
werden (Healy et al., 2004). 
PINK1 ist eine erst kürzlich identifizierte mitochondriale Proteinkinase. Eine G309D 
Mutation im Gen, die vermutlich zu erhöhtem oxidativen Stress und Apoptose führen 
kann, konnte in einer italienischen und einer spanischen Familie nachgewiesen 
werden (Valente et al., 2001).  
Bei weiteren Untersuchungen von anderen Kandidatengenen (Apo-ε4, Tyrosin-
hydroxylase, Glutathionperoxidase, Katalase, Superoxiddismutase 1 und 2 und den 
Dopaminrezeptoren D2 - D4) konnten dagegen keine Verbindungen zwischen 
auftretenden Mutationen und einem erhöhten Krankheitsrisiko nachgewiesen werden 
(Gasser et al., 1994; Olanow & Tatton, 1999). 
Da nur jedem fünften bis zehnten Parkinsonpatient ein familiärer Hintergrund 
zugewiesen werden kann (Gowers, 1888; Olanow & Tatton, 1999), müssen andere 
Faktoren die Entstehung der Krankheit begünstigen. 
Biochemische Nachweise von Komplex I Defekten in der mitochondrialen 
Atmungskette von Patienten, gekoppelt mit der Entdeckung, dass das stark toxisch 
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wirkende Molekül MPP+ ein akutes Parkinsonsyndrom auslösen kann (Langston et 
al., 1983), führten zu Studien, welche den Zusammenhang von mitochondrialen 
genetischen Faktoren und Parkinson zu erklären versuchen (Simon et al., 2000; 
Warner & Schapira, 2003). Indirekte Beweise, dass die mitochondriale DNA (mtDNA) 
eine Schlüsselrolle bei der Entstehung von Parkinson zu spielen scheint, konnten 
durch Experimente mit Cybrid Zelllinien gewonnen werden (Swerdlow et al., 1996; 
Gu et al., 1998; Warner & Schapira, 2003). Dabei wurden Patientenzellen, die keine 
nukleäre DNA mehr enthielten und einen Atmungskettendefekt aufwiesen, mit 
mtDNA freien Kontrollzellen fusioniert. Es zeigte sich, dass der Atmungskettendefekt 
bei den neuen Zellen auch über mehrere Passagen manifest blieb (Leonard & 
Schapira, 2000). Bis heute aber konnten keine typischen mitochondrialen Mutationen 
nachgewiesen werden. Auch die anfänglich mit der Parkinsonschen Krankheit in 
Verbindung gebrachten mtDNA Mutationen A3397G, A4336G und G5460A konnten 
bisher keine Bestätigung finden (Bandmann et al., 1997; Kösel et al., 1998). Was die 
Häufigkeit einzelner Mutationen im mitochondrialen Patientengenom und bei 
entsprechenden Alterskontrollen betrifft, sind die bisher vorliegenden Ergebnisse 
sehr kontrovers. In einigen Studien konnten keine signifikanten Unterschiede 
nachgewiesen werden (Simon et al., 2000), wogegen andere Gruppen eine höhere 
Gesamtanzahl an Mutationen in den NADH Dehydrogenase Untereinheiten 1 bis 6 
und tRNA Genen fanden (Mizuno et al., 1998; Aomi et al., 2001). 
 
 
1.2  Das Mitochondrium 
 
Mitochondrien sind eukaryontische ellipsoide Zellorganellen. Durch Teilungs- und 
Verschmelzungsprozesse unterliegt die Morphologie der Mitochondrien aber einer 
ständigen Remodulation (Nunnarie et al., 1997; Rizzuto et al., 1998), wodurch 
lösliche Matrixproteine ausgetauscht werden können (Legros et al., 2002). Die Größe 
und Anzahl der Mitochondrien in den verschiedenen Geweben ist variabel und 
abhängig von der energetischen Situation und der Physiologie der Zelle (Legros et 
al., 2002; Goffart & Wiesner, 2003). So können humane Zellen einige wenige bis 
tausende Mitochondrien enthalten (Schuster et al., 1988; Wiesner et al., 1992; 
Fernandez-Silva et al., 2003). 
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Mitochondrien sind in verschiedene metabolische Prozesse der Zelle (z.B. 
Lipidstoffwechsel, Citratzyklus, Atmungskette) eingebunden (Graeber & Müller, 
1998). Ihre Hauptaufgabe aber besteht in der Erzeugung des Großteils an ATP durch 
die oxidative Phosphorylierung an der inneren Membran.  
 
 
1.2.1 Oxidative Phosphorylierung 
 
Das oxidative Phosphorylierungssystem der inneren mitochondrialen Membran 
enthält neben den fünf Multienzymkomplexen die beiden Elektronenakzeptoren 
Coenzym Q10 und Cytochrom c und es umfasst ungefähr 70 nukleäre und 13 
mitochondriale Genprodukte (van den Heuvel & Smeitink, 2001). Von diesen fünf 
Multienzymkomplexen werden die Komplexe I, III, IV und V mitochondrial und 
nukleär kodiert, wogegen Komplex II ausschließlich nukleär kodiert wird. Komplex I 
setzt sich aus 43 Untereinheiten zusammen, von denen aber nur die sieben 
Untereinheiten ND1 - ND6 und ND 4L mitochondrial kodiert sind (Smeitink et al., 
2001; Papa et al., 2002). 
Innerhalb der Atmungskette wird durch die Oxidation von NADH und FADH eine freie 
Enthalpie (Gibbsche Enthalpie) gewonnen, die zur Erzeugung von ATP benötigt wird. 
Diese Reaktion erfolgt allerdings nicht direkt in einem Schritt, sondern kaskadenartig, 
da sonst die dabei freiwerdende Energie für die Zelle nicht nutzbar wäre. In einem 
ersten Schritt wird NADH, welches im Citratzyklus durch Dehydrierungsreaktionen 
gebildet wird, am Komplex I (NADH-Coenzym-Q-Reduktase) der Elektronen-
transportkette oxidiert. Das ebenfalls aus dem Citratzyklus stammende FADH2 
dagegen wird am Komplex II (Succinat-Coenzym-Q-Reduktase) durch Coenzym-Q 
oxidiert. Die bei diesen Reaktionen frei werdenden Elektronen gelangen über 
Komplex III (Coenzym-Q - Cytochrom-c-Reduktase)  zum Cytochrom-c-Oxidase 
Komplex (Komplex IV). Dabei werden die Elektronen auf molekularen Sauerstoff 
übertragen. Die bei diesen Schritten frei werdend Energie wird genutzt, um einen 
Protonengradienten aufzubauen, in dem Protonen durch die innere Membran in den 
Matrixraum der Mitochondrien gepumpt werden. Durch das Enzym ATP-Synthase 
wird während des Rückflusses der Protonen in den Matrixraum die Bildung von ATP 
aus ADP und Phosphat gewährleistet (vgl. Abb. 1).  
1   Einleitung                                                                                                                               Seite 9
e-
e-
e-
Cyt c
CoQ e
-
NADH
NAD Succinat
Fumarat ATP
+
2H O
O  + 2H21 2/ +
ADP + Pi
Intermembranraum
Matrix
Innere
Membran
Äußere
Membran
Komplex I
Komplex II
Komplex III Komplex IV Komplex V
-Oxidationβ
Malat
Oxal-
acetat
Citrat
Isocitrat
2-Oxo-
glutarat
Succinyl-
CoA
Aconitase
 
 
Abb. 1: Darstellung der oxidativen Phosphorylierung (Mit freundlicher Erlaubnis von B. Janetzky, 
Technische Universität Dresden) 
 
 
 
1.2.2  Die mitochondriale DNA 
 
Die Existenz eines vom Kern unabhängigen, genetischen cytoplasmatischen 
Elements wurde erstmals in den späten 1940 Jahren vorgeschlagen (Ephrussi et al., 
1949). Entdeckt wurde die mitochondriale DNA ungefähr 20 Jahre später (Nass & 
Nass, 1963). Ihre Herkunft wird heute mittels Endosymbiontentheorie erklärt; dabei 
sollen vor ca. 2 Milliarden Jahren α-Proteobakterien in die Vorfahren eukaryontischer 
Zellen als Endosymbiont eingedrungen sein (Lang et al., 1999). 
Die komplette Nukleotidsequenz der mtDNA einer Vielzahl von Organismen ist 
bereits bekannt (Wolstenholme, 1992), wobei das humane mitochondriale Genom 
mit seinen 16569 Basenpaaren (vgl. Tab. 2) zu den am besten Untersuchten zählt 
(Fernandez-Silva et al., 2003). Obwohl Größe, Genanordnung und Expression in den 
unterschiedlichen Organismen zum Teil beträchtlich variieren, wurden doch einige 
Gene durch die Evolution hinweg stark konserviert (Attardi & Schatz, 1988). Das 
mitochondriale Genom weist, im Vergleich zum nukleären Genom, einige 
charakteristische Besonderheiten auf. Die humane mitochondriale DNA ist ein 
doppelsträngiges, zirkuläres Molekül mit einem Molekulargewicht von 10 Millionen 
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(Anderson et al., 1981). In den meisten Zellen repräsentiert das mitochondriale 
Genom 0,5 – 1,0 % der gesamten DNA (Fernandez-Silva et al., 2003).  
Die mtDNA besitzt 37 Gene (vgl. Abb. 2), die für zwei rRNAs, 22 tRNAs und 13 
Strukturproteine kodieren (Sue & Schon, 2000). Die restlichen, der in den 
Mitochondrien vorkommenden Proteine, werden durch das Kerngenom kodiert, an 
cytoplasmatischen Ribosomen translatiert und anschließend in die Mitochondrien 
eingeschleust. Die beiden Stränge der mtDNA besitzen einen unterschiedlichen GC-
Gehalt, wobei der schwere Strang als H-Strang (Heavy Strand) und der leichte 
Strang als L-Strang (Light Strand) bezeichnet wird (Kato, 2001). Außerdem enthält 
die mitochondriale DNA eine 1100 Basenpaare kurze variable Kontrollregion, die als 
D-Loop bezeichnet wird (Kato, 2001). Hierbei bleibt ein zusätzliches H-Strang 
Segment, die 7S-DNA, mit dem elterlichen Strang verbunden (Fernandez-Silva et al., 
2003). Diese Region stellt das größte nicht-kodierende Element der mitochondrialen 
DNA dar und enthält die hauptregulatorischen Sequenzen für Replikation und 
Transkription (Shadel & Clayton, 1997; Attardi & Schatz, 1988). Ein weiteres 
Hauptcharakteristikum der humanen mtDNA ist ihre kompakte Genorganisation. 
Introns sind keine vorhanden und teilweise trennen nur wenige Basenpaare die 
einzelnen Gene voneinander (Montoya et al., 1981). Einige der Proteingene 
überlappen sogar, z.B. das ATP-Synthase F0 Untereinheit 6– und das ATP-Synthase 
F0 Untereinheit 8-Gen sowie die Gene für die NADH Dehydrogenase Untereinheiten 
IV und IV L (Fernandez-Silva et al., 2003). Unterschiede zwischen mitochondrialer 
und nukleärer DNA gibt es auch im genetischen Code: AGA und AGG wirken als 
Stop-Codons und codieren nicht für die Aminosäure Arginin, UGA codiert für 
Tryptophan und terminiert keine Elongation und Methionin wird durch die Tripletts 
AUG und AUA codiert. Des weiteren wird die mitochondriale DNA unabhängig vom 
Zellzyklus und der nukleären DNA repliziert (Bogenhagen & Clayton, 1977). Da die 
mitochondriale DNA keine schützenden Histone besitzt und einen weniger effizienten 
Reparaturmechanismus aufweist, kommen Mutationen fünf bis zehnmal häufiger vor 
als im nukleären Genom (Brown et al., 1982; Pesole et al., 1999). Sind in allen Zellen 
die mtDNA-Kopien gleich, wird von Homoplasmie gesprochen. Im Gegensatz dazu 
steht die Heteroplasmie. Hierbei können unterschiedlich stark amplifizierte 
Mutationen in den DNA Molekülen vorkommen (Fernandez-Silva et al., 2003).  Diese 
verschiedenen Heteroplasmiegrade können abhängig vom betroffenen Gewebe 
unauffällig sein oder auch schwerste Erkrankungen hervorrufen. Unabhängig von 
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einem ausschließlich maternalen Vererbungsgang der mitochondrialen DNA können 
sich diese Heteroplasmien durch Segregation ausdünnen oder verstärken und 
müssen nicht im gleichen Grad vererbt werden. 
Die Biogenese in den verschiedenen Zelltypen ist variabel und abhängig vom 
Energieverbrauch bzw. dem physiologischen Zustand der Zellen. Selbst innerhalb 
einer Zelle können Unterschiede auftreten (Overly et al., 1996). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 2: Genlokalisation der mitochondrialen DNA (nach: Human mitochondrial genom database: 
www.gen.emory.edu/mitomap.html) 
 
Lage (bp) Gen Beschreibung 
577-647 MTTF tRNA  Phenylalanin 
645-645 MTHSP2 Minor H-Strang Promoter 
648-1601 MTRNR1 12S rRNA 
1602-1670 MTTV tRNA Valin 
1671-3229 MTRNR2 16S rRNA 
3206-3229 MTRNR3 5S-ähnliche Sequenz 
3229-3256 MTTER Transkriptionsterminator 
3230-3304 MTTL1 tRNA Leucin 1  
3305-3306 MTNC1 nicht-kodierende Nukleotide 
3307-4262 MTND1 NADH Dehydrogenase Untereinheit 1 
4263-4331 MTTI tRNA Isoleucin 
4329-4400 MTTQ tRNA Glutamin 
4401-4401 MTNC2  nicht-kodierendes Nukleotid 
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Abb.2: Humane mitochondriale DNA. ND1-
ND6 = NADH Dehydrogenase Unterein-
heiten 1-6, Cyt b = Cytochrom b, COX I-III 
= Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit I-III, 
ATPase 6/8 = ATP-Synthase F0 Unte-
einheit 6/8, OH = Origin schwerer Strang, 
OL = Origin leichter Strang, rRNA = 
ribosomale RNA. 
(Mit freundlicher Erlaubnis von B. Janetzky, 
Technische Universität Dresden, Klinik für 
Neurologie). 
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Lage (bp) Gen Beschreibung 
4402-4469 MTTM tRNA Methionin 
4470-5511 MTND2 NADH Dehydrogenase Untereinheit 2 
5512-5579 MTTW tRNA Tryptophan 
5577-5586 MTNC3 nicht-kodierende Nukleotide 
5587-5655 MTTA tRNA Alanin 
5656-5656 MTNC4 nicht-kodierendes Nukleotid 
5657-5729 MTTN tRNA Asparagin 
5721-5798 MTOLR L-Strang Origin 
5761-5826 MTTC tRNA Cystein 
5826-5891 MTTY tRNA Tyrosin 
5892-5903 MTNC5 nicht-kodierende Nukleotide 
5904-7445 MTCO1 Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit 1 
7445-7516 MTTS1 tRNA Serin 1 
7517-7517 MTNC6 nicht-kodierendes Nukleotid 
7518-7585 MTTD tRNA Asparaginsäure 
7586-8269 MTCO2 Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit 2 
8270-8294 MTNC7  nicht-kodierende Nukleotide 
8295-8364 MTTK tRNA Lysin 
8365-8365 MTNC8 nicht-kodierendes Nukleotid 
8366-8572 MTATP8 ATP-Synthase F0 Untereinheit 8 
8527-9207 MTATP6 ATP-Synthase F0 Untereinheit 6 
9207-9990 MTCO3 Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit 3 
9991-10058 MTTG tRNA Glycin 
10059-10404 MTND3 NADH Dehydrogenase Untereinheit 3 
10405-10469 MTTR tRNA Arginin 
10470-10766 MTND4L NADH Dehydrogenase Untereinheit 4L 
10760-12137 MTND4 NADH Dehydrogenase Untereinheit 4 
12138-12206 MTTH tRNA Histidin 
12207-12265 MTTS2 tRNA Serin 2 
12266-12336 MTTL2 tRNA Leucin 2 
12337-14148 MTND5 NADH Dehydrogenase Untereinheit 5 
14149-14673 MTND6 NADH Dehydrogenase Untereinheit 6 
14674-14742 MTTE tRNA Glutaminsäure 
14743-14746 MTNC9 nicht-kodierende Nukleotide 
14747-15887 MTCYB Cytochrom-b 
15888-15953 MTTT tRNA Threonin 
15954-15954 MTNC10 Nicht-kodierendes Nukleotid 
15955-16023 MTTP tRNA Prolin 
Tab. 2: Fortsetzung 
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Lage (bp) Gen Beschreibung 
16024-576 MTDLOOP D-Loop 
 
 
1.2.3  Mitochondriopathien 
 
Viele Mutationen der mitochondrialen DNA werden als Ursache von diversen 
klinischen Erscheinungsbildern betrachtet. Vorwiegend betroffen sind Muskeln, 
Gehirn, Leber, Niere und Herz, da die oxidative Phosphorylierung die primäre 
Energiequelle dieser Organe darstellt (McFarland et al., 2002; Chinnery et al., 2000;  
Taylor et al., 2003). Seit der Entdeckung der ersten mitochondrialen DNA Mutationen 
(Holt et al., 1988), konnten bis heute über 100 weitere Basenaustausche und 
Deletionen im Genom von Patienten identifiziert werden (Capps et al., 2003), von 
denen aber nicht alle pathogen sind. DNA Mutationen können in zwei Hauptgruppen 
eingeteilt werden. Die erste Gruppe umfasst die Basenveränderungen, welche „in 
toto“ auf die mitochondriale Proteinsynthese wirken. Des weiteren gibt es die Gruppe 
der Mutationen in proteincodierenden Genen. Mutationen, welche die 
Proteinsynthese betreffen, beinhalten Einzeldeletionen und Punktmutationen in rRNA 
und tRNA Genen (DiMauro & Andreu, 2000). Eine Vielzahl an klinischen 
Beobachtungen zeigt, dass diese Veränderungen gewöhnlich mit 
Multisystemerkrankungen assoziiert sind (Finel et al., 1992; Campbell et al., 1992).  
Allgemeine Aussagen bezüglich der Mutationen in proteincodierenden Genen, 
basieren nur auf den beiden bisher bekannten neurodegenerativen Erkrankungen 
LHON (Leber’sche Hereditäre Opticus Neuropathie) und NARP/MILS (Neuropathie, 
Ataxie und Retinitis pigmentosa/ Maternally inherited Leigh Syndrom). LHON wird 
heute mit den drei primären Mutationen G3460A (MTND1), G11778A (MTND 4) und 
T14484C (MTND 6) im Komplex I in Verbindung gebracht (Wallace et al., 1988; 
Huoponen et al., 1991; Johns et al., 1992; DiMauro & Andreu, 2000). Das 
NARP/MILS Syndrom beruht auf einem mitochondrialen Basenaustausch an Position 
8993 im ATP-Synthase F0 Untereinheit 6 Gen (Holt et al., 1990; De Vries et al., 
1993). Auch bei anderen häufig vorkommenden Krankheiten, wie zum Beispiel dem 
Diabetes mellitus, der Kardiomyopathie oder Migräne, konnten mitochondriale DNA 
Mutationen  nachgewiesen werden (Kogelnik et al., 1998; Kato, 2001).  
 
Tab. 2: Fortsetzung 
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1.2.4 Mitochondriale Dysfunktionen und Parkinson 
 
Mitochondriale Störungen bei Parkinsonpatienten werden meist in Zusammenhang 
mit Dysfunktionen des Komplex I der Atmungskette gebracht. Erste Hinweise darauf 
ergaben sich aus Beobachtungen, als in den frühen achtziger Jahren eine Reihe von 
jungen Menschen nach der Einnahme von künstlich synthetisiertem Heroin innerhalb 
von kürzester Zeit ein voll entwickeltes Parkinsonsyndrom aufwiesen. 
Untersuchungen der Drogen zeigten, dass diese mit der Verbindung MPTP (1-
Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin) verunreinigt waren (Langston et al., 1983). 
MPTP wird in den Mitochondrien der Astrocyten durch die Monoamin-Oxidase B in 
das neurotoxische Molekül MPP+ (1-Methyl-4-phenylpyridinium) umgewandelt  und 
über den Dopamintransporter in die dopaminergen Zellen transportiert (Singer et al., 
1987; Gerlach et al., 1996). Die Akkumulation von MPP+ in den Mitochondrien führt, 
durch Hemmungen des Komplex I der mitochondrialen Atmungskette zu Störungen 
der Energieversorgung in der Zelle  (Langston et al., 1983; Ramsy et al., 1986). 
Reichmann et al. fanden in der Substantia nigra pars compacta von 
Parkinsonpatienten eine signifikante Erniedrigung des Komplex I (Reichmann & 
Riederer, 1989; Reichmann et al., 1995). Eine bis zu 40%ige Verminderung der 
Komplex I Aktivität im Gehirn von Patienten wurde auch von Schapira und 
Mitarbeitern nachgewiesen (Schapira, 1989; Schapira et al., 1990). Inzwischen 
konnten auch in anderen Geweben (Muskel, Blutzellen, Fibroblasten) diese 
Ergebnisse bestätigt werden (Krige et al., 1992; Benecke et al., 1993; Haas et al., 
1995; Wiedemann et al., 1999; Olanow & Tatton, 1999). Ein Erniedrigung der 
Komplex I-Aktivität kann die unterschiedlichsten Auswirkungen haben. So kann es 
durch eine verminderte ATP Synthese zur Zelldegeneration kommen. Ebenso ist 
eine Zerstörung der Zellen durch eine vermehrte Bildung von freien Radikalen 
möglich. Ein Komplex I-Defekt kann aber auch Apoptose auslösen. Es wird vermutet, 
dass hierbei eine Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials, als Resultat 
einer beeinträchtigten Protonenpumpe, zur Öffnung der Permeability Transition Pore 
(PTP) führt. Dadurch können kleine mitochondriale Proteine austreten und das 
Signal zur Apoptose geben (Olanow & Tatton, 1999). 
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1.3 Oxidativer Stress und Freie Radikale 
 
Oxidativer Stress wird definiert als Ungleichgewicht zwischen Oxidantien und 
Antioxidantien zu Ungunsten der Antioxidantien (Edwards & Fuller, 1996; Laval, 
1996; Gormann et al., 1996). 
Auch unter normalen physiologischen Bedingungen kommt es in der Atmungskette 
(hauptsächlich an den Komplexen I und III) (Turrens & Boveris, 1980; Wei et al., 
1981) und im Dopaminmetabolismus (Hasegawa et al., 1990; Lotharius & O’Malley, 
2000) zur Bildung von freien Sauerstoffradikalen. So sind das Superoxid-Radikal 
(O2
.-) und Wasserstoffperoxid Produkte der uni- und bivalenten Reduktion von 
Sauerstoff. Allerdings sorgt ein effizientes Abwehrsystem an Antioxidantien in den 
Mitochondrien, bestehend aus Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase und 
Reduktase, NAD(P)transhydrogenase, NADPH sowie den Vitaminen  D und E 
(Sutton & Winterbourn, 1989; Halliwell & Gutteridge, 1989), für ein Gleichgewicht in 
den Zellen. Kommt es zu Störungen in der mitochondrialen Atmungskette oder des 
Abwehrsystems, können vermehrt gebildete Radikale schwere und zum Teil 
irreversible Schäden im biologischen System verursachen. Zu diesen Schäden 
gehören DNA Einzelstrangbrüche, die bei der nächsten Replikation zu Deletionen 
führen (Dizdaroglu, 1992), Doppelstrangbrüche, Punktmutationen, Ribosen, an 
denen die Purin- oder Pyrimidinbase fehlt (Gajewski & Dizdaroglu, 1990), Cross-
Links (Gajewski & Dizdaroglu, 1990; Dizdaroglu, 1992) sowie Protein und 
Membranschäden.  
Mitochondrien sind der Hauptort der Bildung von freien reaktiven Sauerstoffradikalen. 
Ihre Konzentration in der mitochondrialen Matrix ist fünf bis zehnfach höher als im 
cytosolischen oder nukleären Raum (Cadenas & Davies, 2000). Die mitochondriale 
Membran enthält zudem viel Eisen und Kupferkomplexe. Da diese Metalle ein nur 
leicht gebundenes Außenelektron besitzen, können sie die Radikalbildung noch 
zusätzlich beschleunigen (Halliwell & Gutteridge, 1988; Olanow & Arendash, 1994). 
Auf Grund des hohen Proteingehaltes der inneren mitochondrialen Membran (>75%) 
wird angenommen, dass diese Eiweißmoleküle ein Hauptziel von Angriffen und 
Veränderungen durch freie Radikale sind (Kowaltowski & Vercesi, 1999). Ebenfalls 
äußerst anfällig für Schädigungen ist die mitochondriale DNA, die keine schützenden 
Histone und ein weniger effizientes Reparatursystem besitzt (siehe auch 1.2.2) als 
die nukleäre DNA. Da sie für essentielle Proteine, die in den Prozess der oxidativen 
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Phosphorylierung involviert sind kodiert, können Mutationen in den mitochondrialen 
Polynukleotiden zu Dysfunktionen der Elektronentransportkette führen, wodurch 
wiederum die Bildung von Radikalen verstärkt werden kann (Cadenas & Davies, 
2000).   
Es ist weiterhin möglich, dass es durch einen erhöhten Anteil an oxidativen 
Substanzen zu Lipidperoxidationen kommt (Kappus, 1985; Halliwell & Chirico, 1993; 
Kowaltowski & Vercesi, 1999), welche  einen irreversiblen Verlust der 
mitochondrialen Funktionen (AK, OXPHOS, Ionentransport) zur Folge haben 
(Vladimirow et al., 1980; Masini et al., 1985; Bacon & Britton, 1990). 
Obwohl reaktive Sauerstoffmoleküle die Zellen direkt schädigen, sind sie auch in der 
Lage, die mitochondriale Aktivität zu inhibieren, indem sie eine Freisetzung 
exzitatorischer Aminosäuren (EAAs z.B. Glutamat, Aspartat) verursachen, welche  
wiederum den Anstieg von intrazellulärem freiem Kalzium fördern (Olanow & 
Arendashi, 1994). Dieser Kalziumanstieg führt zu einer Kaskade, welche 
Zelldegenerationen als Folge haben kann. 
Die Menge der in den Mitochondrien frei werdenden Radikale ist von einer Reihe von 
verschiedenen Faktoren abhängig. Umwelteinflüsse und Ernährungsfaktoren spielen 
dabei eine ebenso wichtige Rolle, wie der mitochondriale Stoffwechsel selbst (Adachi 
et al., 1993; Simic, 1991;  Menegon et al., 1997). 
Als ein Biomarker für den oxidativen Stress hat sich in den letzten Jahren 8-Hydroxy-
2’-deoxyguanosin (8-OHdG) etabliert, welches als Folge von Angriffen des Hydroxyl-
Radikals auf  die Doppelbindungen der DNA-Basen am häufigsten gebildet wird 
(Simic, 1991; Dizdaroglu et al., 1991, Kasai, 1997). 8-OHdG ist in der Lage sich mit 
Adenin zu paaren (ca. 1% der Fälle), was wiederum bei der nächsten Replikation zu 
einer Transversion von Guanin zu Thymin führt (Richter, 1992; Croteau & Bohr, 
1997). 
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1.4  Oxidativer Stress und Parkinson 
 
Die Theorie, dass oxidativer Stress in Verbindung mit der Parkinsonschen Krankheit 
stehen könnte, fand Unterstützung, als signifikant erhöhte Produkte der 
Lipidperoxidation (Malondialdehyd, Lipidhydroperoide) in der Substantia nigra 
(Dexter et al., 1989 b, 1994) und ein abnormaler Eisenstoffwechsel in den 
Basalganglien des Gehirns (Dexter et al., 1987; Dexter et al., 1989a; Cadet, 2001;  
Hirsch et al., 1991) einiger Patienten nachgewiesen worden. Erhöhte Eisenwerte in 
Neuromelaninaggregationen, sowie verringerte Ferritinspiegel unterstützen diese 
Untersuchungen (Cadet, 2001; Dexter et al., 1987, 1989b; Riederer et al., 1989;  
Sofic et al., 1988).  Besonders anfällig für reaktive Sauerstoffverbindungen im Gehirn 
ist die Substantia nigra. Zum einen kommt es während des Dopaminstoffwechsels 
zur Freisetzung von Wasserstoffperoxid, des weiteren enthält sie Neuromelanin, 
welches selektiv Metalle (z.B. Eisen) bindet. Reduziertes Eisen kann mit 
Wasserstoffperoxid via Fentonreaktion reagieren und das äußerst schädliche 
Hydroxylradikal bilden (Klein & Ackerman, 2003). Während des normalen 
Dopaminmetabolismus wird Wasserstoffperoxid durch die Glutathionperoxidase 
unschädlich gemacht. Ein erhöhter Eisenspiegel oder eine steady state 
Konzentration an Wasserstoffperoxid, können aber zu Ungleichgewichten im 
Stoffwechsel führen (Klein & Ackerman, 2003).  
Im Gehirn von Parkinsonpatienten wurde weiterhin ein verminderter Spiegel an 
reduziertem Glutathion gefunden, was ebenfalls zu oxidativen Schäden an 
Polynukleotiden, Lipiden und Proteinen führen kann (Riederer et al., 1989; Sian et 
al., 1994; Alam et al., 1997; Pearce et al., 1997; Sherer et al., 2002). Verminderte 
Glutathionspiegel in der Substantia nigra wurden bereits bei noch 
präsymptomatischen Patienten gefunden (Owen et al., 1996; Hirsch, 1999). Auch ein 
erhöhter 8-OHdG-Spiegel konnte in der Substantia nigra sowie in weiteren 
Gehirnregionen von Parkinsonpatienten nachgewiesen werden (Sanchez-Ramos et 
al., 1994; Alam et al., 1997; Zhang et al., 1999) 
Des weiteren wurden erhöhte mitochondriale manganabhängige Superoxid-
dismutase  (Saggu et al., 1996) und Kupfer-Zink Superoxiddismutase (Martilla et al., 
1988; Cadet, 2001 ) -Werte bei Erkrankten gemessen und beschrieben. Der Einfluss 
von Stickoxiden auf die Krankheit ist bislang noch ungeklärt. Stickoxide könne in 
Kombination mit Superoxid das toxische ONOO- bilden (Hirsch, 1999). Erhöhte 
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Spiegel in der Substantia nigra von Patienten konnten zwar detektiert werden ( Hunot 
et al., 1996), allerdings sind die Ergebnisse mit Vorsicht zu betrachten, da auch 
neuroprotektive Wirkungen von Stickoxid auf das Zentralnervensystem von 
verschiedenen Gruppen bereits beschrieben wurden (Chao et al., 1993; Dawson et 
al., 1991 und 1994, Demerlé-Pallerdy et al., 1993; Wink et al., 1993). 
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1.5 Zielsetzung 
 
Bis heute ist die Ätiopathogenese der Parkinson Krankheit noch nicht geklärt. 
Verschiedene Abweichungen im Stoffwechsel von Betroffenen konnten zwar 
detektiert werden (z.B. Komplex I-Mangel, erhöhte Eisen- und 8-OHdG Werte im 
Gehirn), aber bis heute gibt es keine eindeutigen Hinweise, wodurch es zur 
Entstehung der Krankheit kommt. Da es am wahrscheinlichsten ist, dass die 
Krankheit multifaktoriell bedingt ist, könnten auch Mutationen der mitochondrialen 
DNA eine wichtige Rolle spielen. Entscheidende Hinweise darauf lieferten 
Experimente mit Cybrid–Zellen. 
Bisherige Screeninguntersuchungen des mitochondrialen Genoms konnten 
allerdings noch keine eindeutigen krankheitsspezifischen Mutationen nachweisen.  
Da Komplex I als der anfälligste Komplex der mitochondrialen Atmungskette gilt, ist  
ein Ziel dieser Arbeit, ein großes Patientenkollektiv auf Mutationen in den 
mitochondrial codierten Untereinheiten 1 und 2 des NADH Dehydrogenase Gens hin 
zu untersuchen und nach Selektion geeigneter Patienten (Vorhandensein von DNA 
Mutationen, welche zu einem Aminosäureaustausch führen, sowie Zustimmung zur 
Haut-Biopsie) deren mitochondriale DNA komplett zu sequenzieren. Um Aussagen 
über die Häufigkeit der eventuell aufgefundenen Basenaustausche treffen zu 
können, soll des weiteren eine Patienten- und Kontrollgruppe mittels allelspezifischer 
PCR untersucht werden. 
Verschiedene Erkrankungen, die auf mtDNA Störungen zurückzuführen sind, 
resultieren nicht nur aus Mutationen, sondern können auch das Ergebnis von 
Veränderungen in der mtDNA Kopienzahl und veränderten mRNA Expressionsraten 
sein. Beides soll im Rahmen dieser Arbeit mittels Real-time PCR untersucht werden. 
Bei der Suche nach den Ursachen für das idiopatische Parkinsonsyndrom kommt 
auch dem oxidativen Stress eine immer bedeutendere Rolle zu. Durch Störungen der 
zellulären Entgiftung können die toxischen freien Radikale nicht mehr ausreichend 
neutralisiert werden, und es kommt zu irreparablen Schäden an DNA, Proteinen und 
Lipiden.   
Da 8-OHdG als Biomarker für den oxidativen Stress eine wichtige Schlüsselrolle 
spielt, sollen Kontroll- und Patientenproben mittels einer geeigneten Methode auf das 
Vorhandensein von 8-OHdG untersucht werden. 
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Der abschließende Teil dieser Arbeit widmet sich der Untersuchung mitochondrialer 
Proteine und Atmungskettenenzymkomplexe (I, II, IV und V) da diese, wie bereits 
erwähnt, durch oxidativen Stress irreparabel geschädigt werden können. Mit Hilfe 
verschiedener Elektrophoreseverfahren sollen die Proteine getrennt werden, um so 
einen Überblick über mögliche quantitative Veränderungen der Proteine in den 
Mitochondrien zu erhalten. Weiterhin soll die Aktivität der mitochondrialen 
Atmungskettenkomplexe durch Native Elektrophorese und anschließende 
Enzymfärbung  dargestellt werden. 
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2 Geräte und Material 
 
 
2.1 Geräte  
 
Autoklav 
 HRM-242 II, Wolf, Geislingen 
DNA-Konzentrationsbestimmung 
GeneQuant II DNA/RNA Calculator, Amersham-Pharmacia, Freiburg  
Elektrophorese 
Horizontale Kammer: Bluemarine 100/200, Serva, Heidelberg Vertikale 
Kammer: Mini-Protean® II Electrophoresis Cell, Bio-Rad, München  
Isoelektrische Fokussierung: Zoom® IPGRunner™ System, Invitrogen, 
Karlsruhe  
Durchflußzytometer (Institut für Anatomie) 
 FACSCalibur™, Becton & Dickinson GmbH, Heidelberg Fotometer 
Mikrotiterplattenfotometer 
 Spectra & Rainbow Reader, TECAN, Salzburg (Österreich) 
 GENios (Fluoreszenz, Lumineszenz), TECAN, Salzburg (Österreich) 
 UVIKON 943 Spectralfotometer, Kontron Instruments, München  
Geldokumentation 
 Digit-Store, Intas, Göttingen 
 Video Graphic Printer UP 890 CE, Sony (Japan) 
 UV-Flächenstrahler, Merck, Darmstadt   
Magnetrührer 
 RCT basic, IKA Labortechnik, Staufen Netzspannungstransformatoren 
 E455 und E865, Consort, Turnhout (Belgien) 
 2297 MACRODRIVE 5 Constant Power Supply, LKB Bromma 
Mikroskope 
 Elektronenmikroskop Tecnai 12 Biotwin, FEI-Company, USA 
DMIREZ Fluoreszenzmikroskop mit Temperaturkontrolle; Filter: Texas Red = 
596 nm, FITC = 490 nm,  Leica AG, Solms 
Software: Leica FW4000 V1.1 SP1 
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PCR Geräte 
 Mastercycler Gradient, Eppendorf, Hamburg 
 Peltier Thermal Cycler PTC-200, Biozym Diagnostik, Oldendorf  
 MX3000P™, Stratagene, Heidelberg  
pH-Meter 
 pH 252, WTW, Weilheim  
Sequenziergerät 
ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Darmstadt  
Sequenzierkapillaren 
310 Genetic Analyzer Capillaries (61cm x 50 µm), Applied Biosystems, 
Darmstadt  
Speed Vac 
 Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg Sterilbank 
Laminar Air HB 2448, Heraeus Instrument, Hanau  
Ultraschallbad 
 Sonorex Super, Bandelin, Berlin  
Waagen 
 SBA 31 und SBA 52, Scaltec, Heiligenstadt  
Wasseraufbereitung 
SerapurDelta, USF Seral, Ransbach-Baumbach  
Wärmeinkubatoren Thermomix 5436, Eppendorf, Hamburg  
Zellkulturflaschen/Chamber Slide 
 EasYFlask™  (Schräghals, 75 cm²), NUNC, Wiesbaden  
Lab Tek™ II-Chamber Slide™System (4 Kammern, 25x75x1,2 mm), NUNC, 
Wiesbaden  
Zentrifugen 
Centrifuge 5403 (Festwinkelrotor 24, Typ 16 F 24-11), Eppendorf, Hamburg  
Centrifuge 5810 R (Ausschwingrotor 4 x 250 ml, Typ A-4-62), Eppendorf, 
Hamburg  
Optima™ MAX Ultrazentrifuge (130,000RPM, Festwinkelrotor), Beckmann, 
Krefeld  
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2.2  Chemikalien, Enzyme, Medien und Kits 
 
Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders erwähnt, von den Firmen Merck 
(Deutschland), Sigma Chemical Co. (U.S.) und Roth (Deutschland) bezogen und 
besaßen höchste Reinheit. 
 
Molekularbiologie: 
 
Amersham Biosciences 
AutoSeq™ G-50 
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit 
dNTP DNA Polymerization Mix, 20 mM/dNTP 
AppliChem 
 RNase-OFF™ 
Applied Biosystems (Perkin Elmer)  
DNA Sequencing Kit, BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 
Genetic Analyzer Puffer mit EDTA 
Performance Optimized Polymer 6 (POP 6) (Sequenziergel) 
Template Suppression Reagent 
Eppendorf 
 Master Taq® Kit 
Perfect gDNA Blood Mini 
FMC BioProducts über Biozym Diagnostik 
 SeaKem® LE Agarose  
GIBCO BRL/Invitrogen 
 ultra Pure Distilled Water, DNAse, RNAse Free (PCR-Wasser) 
Low Melting Point (L.M.P.) Agarose (ultra Pure) 
Hybaid GmbH 
Genome Star™ Kit 
ICN Biomedicals Inc. 
 PBS Tablets (ohne Calcium and Magnesium) 
Molecular Probes 
 SYBR®Green 
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New England BioLabs Inc. 
 Formamidopyrimidin DNA Glykosylase (FPG), 8000 U/ml 
Qiagen 
 RNeasy® Mini Kit  
Roche 
DNA Molecular Weight Marker III (0,12-21,2 kbp), VI (0,15-2,1 kbp) und VIII 
(19-1114 bp) 
Roth 
 Wasser für die Molekularbiologie DEPC-behandelt 
Serumwerke Bernburg 
 Wasser für Injektionszwecke 
SERVA 
 Acrylamid-Bis solution (29:1), 30% (w/v) 
 SERVALYT® 3-10, 40% (w/v) 
SIGMA 
 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) 
Stratagene® 
 Brilliant®SYBR®Green QPCR Core Reagent Kit 
 Brilliant®SYBR®Green QRT-PCR Master Mix Kit, 1-Step 
TREVIGEN 
 CometAssay™ Silver Staining Kit 
 
Proteinchemie 
 
Bio-Rad 
 Ready Gels 4-15% Tris-HCl 
ICN Biomedicals Inc. 
 Harnstoff, Ultra pur 
Invitrogen 
 Novex® IEF Cathode Buffer pH 3-10 (10x) 
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) 
NuPAGE® Sample Reducing Agent 
Zoom® Strip, pH 3-10NL 
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Pierce 
 Albumin Standard 2mg/ml 
BCA Protein Assay Kit 
Coomassie® Plus Protein Assay Reagent 
Triton X-100 
 
Zellkultur 
 
GIBCO BRL/Invitrogen 
 Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (1x), Flüssig (High Glucose) 
 (mit L-Glutamin, 4500mg/L D-Glukose, 110 mg/L Natriumpyruvat); DMEM 
 Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (1x), Flüssig (High Glucose), 
farblos; DMEM 
Einfriermedium 
Hank’s Medium mit Kalzium und Magnesium; HBSS/Ca/Mg 
PBS 
 Trypsin-EDTA (1x) 
Molecular Probes 
 JC-1 and JC-9 Mitochondrial Potential Sensors 
 Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit 
 MitoSOXTM Red mitochondrial superoxide indicator for live-cell imaging 
Promega 
 CellTiter-Glo™ Luminescent Cell Viability Assay 
SIGMA 
 Fetal Bovine Serum (Hitzeinaktiviert) 
 Penicillin-Streptomycin 
 Wasser für die Zellkultur 
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2.3  Primer 
 
Alle aufgeführten Primer wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg 
(Deutschland) synthetisiert. 
 
 
2.3.1  Primer für die DNA-Sequenzierung 
 
Tab. 3   Primer zur Sequenzierung der mitochondrialen DNA. F = Forward Primer, R = Reverse 
Primer, mt = mitochondriale Basennummern sind korrespondierend zur Cambridge Sequenz der 
humanen mtDNA ( Accession Nr.: J01415, M12548, M58503, M63932, M63933; Version: J01415, GI: 
337188) nach Anderson et al. (1981); Andrews et al. (1999).  
 
Primer 5’-Ende 3’-Ende  Primer 5’-Ende 3’-Ende  
mt 3106F 3106 3127 Fragment 1 mt 11711F 11711 11730 Sequenzierung
mt 5917R 5917 5898 Fragment 1 mt 12290F 12290 12312 Sequenzierung
mt 3270F 3270 3293 Sequenzierung mt 12178F 12178 12197 Fragment 4 
mt 3790F 3790 3811 Sequenzierung mt 16547R 16547 16529 Fragment 4 
mt 4430F 4430 4451 Sequenzierung mt 12800F 12800 12820 Sequenzierung
mt 4939F 4939 4963 Sequenzierung mt 13301F 13301 13323 Sequenzierung
mt 5399F 5399 5425 Sequenzierung mt 13810F 13810 13831 Sequenzierung
mt 5650F 5650 5668 Fragment 2 mt 14320F 14320 14343 Sequenzierung
mt 10142R 10142 10120 Fragment 2 mt 14600 14600 14621 Fragment 5 
mt 6000F 6000 6020 Sequenzierung mt 725R 725 706 Fragment 5 
mt 6601F 6601 6623 Sequenzierung mt 14701F 14701 14724 Sequenzierung
mt 7200F 7200 7219 Sequenzierung mt 15300F 15300 15320 Sequenzierung
mt 7800F 7800 7820 Sequenzierung mt 15906F 15906 15928 Sequenzierung
mt 8399F 8399 8421 Sequenzierung mt 16507F 16507 16526 Sequenzierung
mt 9001F 9001 9022 Sequenzierung mt 550F 550 570 Fragment 6 
mt 9600F 9600 9622 Sequenzierung mt 3338R 3338 3318 Fragment 6 
mt 8284F 8284 8305 Fragment 3 mt 550F 550 570 Sequenzierung
mt 12505R 12505 12484 Fragment 3 mt 1240F 1240 1262 Sequenzierung
mt 10010F 10010 10033 Sequenzierung mt 1841F 1841 1865 Sequenzierung
mt 10426F 10426 10452 Sequenzierung mt 2240F 2240 2264 Sequenzierung
mt 10718F 10718 10740 Sequenzierung mt 3041F 3041 3063 Sequenzierung
mt 11202F 11202 11225 Sequenzierung     
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2.3.2  Primer für die allelspezifische PCR 
 
Tab. 4 Primer für allelspezifische PCR der mitochondrialen DNA. F = Forward Primer, R  = Reverse 
Primer, mt = mitochondrial, AT = Annealing Temperatur, * Mutation, Basennummern sind 
korrespondierend zur Cambridge Sequenz der humanen mtDNA ( Accession Nr.: J01415, M12548, 
M58503, M63932, M63933; Version: J01415, GI: 337188) nach Anderson et al. (1981); Andrews et al. 
(1999).  
 
Forward 
Primer 
5’-Ende 3’-Ende Sequenz Reverse 
Primer 
AT 
[°C] 
mt 3394F-T 3374 3394 ccgaacgaaaaattctaggct mt 4966R 67,0 
mt 3394F-C* 3374 3394 ccgaacgaaaaattctaggcc mt 4966R 67,0 
mt 3505F-A 3486 3505 cctaaaacccgccacatcta mt 4966R 68,5 
mt 3505F-G* 3486 3505 cctaaaacccgccacatctg mt 4966R 68,5 
mt 3992F-C 3970 3992 ctattcttcatagccgaatacac mt 4966R 63,5 
mt 3992F-T* 3970 3992 ctattcttcatagccgaatacat mt 4966R 63,5 
mt 4024F-A 4002 4024 tataataaacaccctcaccacta mt 4966R 63,0 
mt 4024F-G* 4002 4024 tataataaacaccctcaccactg mt 4966R 65,0 
mt 5566F-A 5546 5566 aaagccctcagtaagttgcaa mt 6600R 68,0 
mt 5566F-G* 5546 5566 aaagccctcagtaagttgcag mt 6600R 68,0 
mt 5773F-G 5756 5773 gggagaagccccggcagg mt 6600R 63,8 
mt 5773F-A* 5756 5773 gggagaagccccggcaga mt 6600R 63,8 
mt 10398F-A 10375 10398 gactacaaaaaggattagactgaa mt 12505R 61,2 
mt 10398F-G* 10375 10398 gactacaaaaaggattagactgag mt 12505R 61,2 
mt 14582F-A 14561 14582 accacaccgctaacaatcaata mt 16547R 67,7 
mt 14582F-G* 14561 14582 accacaccgctaacaatcaatg mt 16547R 67,7 
mt 14798F-T 14774 14798 ctaataaaattaattaaccactcat mt 15688R 59,0 
mt 14798F-C* 14774 14798 ctaataaaattaattaaccactcac mt 15688R 59,0 
mt 15452F-C 15433 15452 cctcggcttacttctcttcc mt 16547R 67,3 
mt 15452F-A* 15433 15452 cctcggcttacttctcttca mt 16547R 67,3 
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Tab. 5: Reverse Primer für allelspezifische PCR. R=Reverse, mt=mitochondrial, Basennummern sind 
korrespondierend zur Cambridge Sequenz der humanen mtDNA ( Accession Nr.: J01415, M12548, 
M58503, M63932, M63933; Version: J01415, GI: 337188) nach Anderson et al. (1981); Andrews et al. 
(199).  
 
Primer 5’-Ende 3’-Ende 
mt 4966R 4966 4948 
mt 6600R 6600 6579 
mt 12505R 12505 12484 
mt 15688R 15688 15667 
mt 16547R 16547 16529 
 
 
2.3.3 Primer für Real-time PCR 
 
2.3.3.1 Primer für die mtDNA Quantifizierung 
 
Die Primerauswahl für die Real-time PCR erfolgte in Anlehnung an Chabi B, et al. 
(2003). 
 
Tab. 6: Primer für Real-time PCR. R=Reverse, F=Forward, mt=mitochondrial, n=nucleär, 
Basennummern der mt-Gene sind korresponierend zur Cambridge Sequenz der humanen mtDNA  
(Accession Nr.: J01415, M12548, M58503, M63932, M63933; Version: J01415, GI: 337188) nach 
Anderson et al. (1981); Andrews et al. (1999) und zum ATPsynβ-Gen = ATP Synthase β Untereinheit 
(Accession Nr. P06576) nach Neckelmann et al. (1989). 
 
Forward 
Primer 
5’-Ende 3’-Ende AT [°C]  Reverse 
Primer 
5’-Ende 3’-Ende AT [°C]
mtATPase6-F 8898 8918 53  mtATPase6-R 9140 9158 53 
mtND5-F 13001 13021 53  mtND5-R 13279 13295 53 
mtND1-F 3594 3612 60  mtND1-R 3755 3774 60 
nATPsynβ-F 5316 5335 57  nATPsynβ-R 5585 5604 57 
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2.3.3.2 Primer für die Untersuchung der Expression mitochondrialer Gene 
 
Die Auswahl der Primer erfolgte in Anlehnung Manczak et al. (2003). 
 
Tab. 7: Primer für Real-time PCR. R=Reverse, F=Forward, Basennummern der mt-Gene sind 
korrespondierend zur Cambridge Sequenz der humanen mtDNA  
(Accession Nr.: J01415, M12548, M58503, M63932, M63933; Version: J01415, GI: 337188) nach 
Anderson et al. (1981); Andrews et al. (1999). Basennummern des nukleären Housekeeping Gens 
GAPDH sind korrespondierend zur Sequenz mit der Accession Nr. J04038 
 
Forward 
Primer 
5’-Ende 3’-Ende AT [°C]  Reverse 
Primer 
5’-Ende 3’-Ende AT [°C]
NADH SU1-F 3484 3504 60  NADH SU1-R 3531 3549 60 
NADH SU2-F 5191 5211 60  NADH SU2-R 5238 5256 60 
NADH SU3-F 10151 10173 60  NADH SU3-R 10199 10215 60 
NADH SU4-F 11146 11163 60  NADH SU4-R 11189 11209 60 
NADH SU6-F 14406 14425 60  NADH SU6-R 14458 14483 60 
Cytochrom b-F 14809 14826 60  Cytochrom b-R 14855 14870 60 
COX 1-F 6822 6842 60  COX 1-R 6872 6889 60 
COX 2-F 7788 7804 60  COX 2-R 7828 7851 60 
COX 3-F 9371 9387 60  COX 3-R 9417 9438 60 
ATPase 6-F 8983 9001 60  ATPase 6-R 9035 9056 60 
ATPase 8-F 8438 8468 60  ATPase 8-R 8513 8533 60 
GAPDH-F 1458 1476 60  GAPDH-R 3388 3407 60 
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2.4  Puffer und Lösungen 
 
Alle Puffer und Lösungen wurden mit entionisiertem Wasser hergestellt. 
 
Allgemein 
 
Komplex IV-Puffer (COX-Puffer), pH 7,0 
 = 100 mM Kaliumphosphatpuffer  
 
Krebs-Ringer-Phosphat, pH 7,35  
 145,0 mM NaCl 
  5,7 mM Natriumphosphat 
  4,86 mM Kaliumchlorid 
  0,54 mM Calziumchlorid 
  1,22 mM Magnesiumsulfat 
            5,5 mM Glucose 
  
Mitochondrienpuffer, pH 7,4 
10,0 mM Tris 
 2,0 mM EDTA 
0,25 M Saccharose  
 
Molekularbiologie 
 
Alkalipuffer    
0,3 M NaOH 
1,0 mM EDTA 
 
Enzymreaktionspuffer, pH 8,0 
40,0 mM Hepes/KOH 
0,1 M KCl 
 0,5 mM EDTA 
 0,2 mg/ml BSA 
 
2   Material                                                                                                                                  Seite 31
Extraktionspuffer 
100,0 mM NaCl 
 20,0 mM Tris/HCl, pH 7,6 
 10,0 mM EDTA, pH 8,0 
  0,5 %    SDS 
 
Färbelösung (Silberfärbung Comet Assay):  
 5,0% (v/v) 20X Staining Reagent Nr. 1 → CometAssay™ Silver Staining Kit 
 5,0% (v/v) 20X Staining Reagent Nr. 2 → CometAssay™ Silver Staining Kit 
 5,0% (v/v) 20X Staining Reagent Nr. 3 → CometAssay™ Silver Staining Kit 
 mischen 
 50,0% (v/v) 2x Reagent Nr. 4 → CometAssay™ Silver Staining Kit 
 
Fixierlösung (Silberfärbung Comet Assay) 
10,0% (v/v) 10X Fixation Additive (Nr. 5) → CometAssay™ Silver Staining Kit 
(Fa. TREVIGEN) 
50,0% (v/v) Methanol 
10,0% (v/v) Eisessig 
 
Formamidopyrimidin DNA Glykosylase Enzymlösung (Fpg-Enzymlösung) 
 1:10 000 in Enzymreaktionspuffer 
 
Lyselösung, pH 10,0    
2,5 M NaCl 
0,1 M EDTA 
   10,0 mM Tris 
1,0% (v/v) Triton X-100 (frisch zugeben) 
 
Probenpuffer für Agarosegele (6x)  
0,25% (w/v) Bromphenolblau 
0,25% (w/v) Xylencyanol FF 
 30,0% (v/v) Glyzerin  
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TE-Puffer, pH 8,0 
 10,0 mM Tris/HCl 
 1,0 mM EDTA 
 
TBE-Puffer, pH 8,3 
89,0 mM Borsäure 
2,0 mM EDTA 
 89,0 mM Tris 
 
Proteinchemie 
 
Anoden Puffer für IEF    
7,0 mM Phosphorsäure 
 
Anoden Puffer für Blue-Native PAGE, pH 7,0 
 50,0 mM Bis-Tris 
 
Entwicklungslösung 
 1,25% (w/v) Natriumcarbonat 
 0,015% (v/v) Formaldehyd 
 0,0005% (w/v) Natriumthiosulfat 
 
Fixierlösung 
 10,0% (v/v) Eisessig  
 30,0% (v/v) Ethanol  
 
Gelpuffer (3x), pH 7,0 
 150,0 mM Bis-Tris 
1,5 M Aminocapronsäure 
 
Kathodenpuffer A, pH 7,0 
 50,0 mM Tricin 
 15,0 mM Bis-Tris 
   0,02% (w/v) Serva Blue-G 
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Kathodenpuffer B, pH 7,0 
 50,0 mM Tricin 
15,0 mM Bis-Tris 
0,05% (w/v) Taurodeoxycholsäure Natriumsalz 
 0,05% (w/v) Triton X-100 
 
Komplex I Färbelösung1, pH 7,4 
 0,14 mM NADH 
 3,06 mM NBT 
 2,0 mM Tris 
 
Komplex II Färbelösung1, pH 7,4 
4,5 mM EDTA 
 10,0 mM KCN 
 0,2 mM PMS 
 84,0 mM Bernsteinsäure Dinatriumsalz  
 10,0 mM Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 
In 1,5 mM Phosphatpuffer gelöst. 
 
Komplex IV Färbelösung1, pH 7,0 
 100,0 mM Kaliumphosphat 
 75,0 mg/ml Saccharose 
 10 mg/ml 3,3’-Diaminobenzidin 
 1850 U/ml Katalase 
 1 mg/ml Cytochrom c 
 
Komplex V Färbelösung1, pH 7,8 
34,0 mM Tris 
 270,0 mM Glyzin 
14,0 mM Magnesiumsulfat 
  0,2% (w/v) Blei (II)-nitrat 
  9,0 mM ATP 
 
                                                 
1 Lösung wurde portioniert und bei –80°C bis zum Gebrauch aufbewahrt. 
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Probenpuffer für Blue-Native PAGE 
 750,0 mM Aminocapronsäure 
 5,0 % (w/v) Serva Blue G 
 
Rehydrierungspuffer    
8,0 M Harnstoff 
 33,0 mM CHAPS 
 5,0 µl/ml Ampholyt 3-10  
 33,0 µM Bromphenolblau 
 20,0 mM DTT  
 
Resuspendierungspuffer, pH 7,0 
 750,0 mM Aminocapronsäure 
 50,0 mM Bis-Tris 
  
SDS-PAGE-Puffer (10x), pH 8,4 
 0,25 M Tris  
 1,87 M Glyzin 
 1,0 % (w/v) SDS  
Der pH-Wert wurde nicht nachgestellt. Das genaue Einwiegen der Chemikalien ergab 
den geforderten pH-Wert.  
 
Silbernitratlösung 
 0,015% (w/v) Silbernitrat 
 0,030% (v/v) Formaldehyd 
 
Zellkultur 
 
Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (1x) für primäre Fibroblastenzellkultur 
 10% Fetales Kälberserum (Hitzeinaktiviert) 
 100 U/ml Penicillin-Streptomycin 
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2.5  Untersuchungsmaterial 
 
Die untersuchten Blut (VB)- und Hautgewebeproben (F) von Probanden (Tab. 8) und 
Patienten (Tab. 9) wurden freundlicherweise von der Klinik und Poliklinik für 
Neurologie der Technischen Universität Dresden im Rahmen des vom BMBF 
geförderten GEPARD Projektes (Genbank Parkinson’sche Krankheit Deutschland), 
mit Einverständnis der Probanden/Patienten zur Verfügung gestellt.  
Alle Patienten haben ein klinisch gesichertes Parkinsonsyndrom. Die Probanden 
wiesen zum Zeitpunkt der Untersuchung keine neurologischen oder psychiatrischen 
Störungen auf. Die Kontrollgewebeproben wurden freundlicherweise von der Klinik 
und Poliklinik für Orthopädie der Technischen Universität Dresden, nach Einwilligung 
der Patienten, zur Verfügung gestellt. 
 
Tab. 8: Daten der Probanden für Sequenzierung und allelspezifische PCR.  Geschl. = Geschlecht, m = 
männlich, w = weiblich, U.-mat = Untersuchungsmaterial, VB = Vollblut, F = Fibroblasten. 
 
Probe Alter [a] Geschl. U.-mat.  Probe Alter [a] Geschl. U.-mat.
A 80 w F  DR-525 71 m VB 
B 83 m F  DR-582 72 m VB 
D 82 w F  DR-583 72 m VB 
DR-127 65 m VB  DR-602 71 m VB 
DR-172 80 w VB  DR-613 49 w VB 
DR-190 74 m VB  DR-615 61 m VB 
DR-244 84 w VB  DR-668 65 m VB 
DR-253 68 w VB  DR-682 73 m VB 
DR-310 75 m VB  DR-685 79 w VB 
DR-321 69 m VB  DR-694 69 m VB 
DR-416 71 m VB  DR-756 51 w VB 
DR-417 71 w VB  DR-775 60 w VB 
DR-421 69 m VB  DR-909 57 w VB 
DR-424 69 w VB  DR-911 49 w VB 
DR-428 52 w VB  DR-924 54 w VB 
DR-455 52 m VB  DR-925 53 w VB 
DR-463 81 w VB  DR-929 53 w VB 
DR-474 57 w VB  DR-944 52 m VB 
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Probe Alter [a] Geschl. U.-mat.  Probe Alter [a] Geschl. U.-mat.
DR-482 78 w VB  DR-945 54 m VB 
DR-489 74 m VB  DR-1049 63 w VB 
DR-494 50 m VB  DR-1050 60 w VB 
DR-505 76 m VB  DR-1051 59 m VB 
DR-513 67 w VB  DR-1071 64 m VB 
DR-519 79 w VB  DR-1072 58 w VB 
DR-930 60 m VB      
 
 
 
Tab. 9: Daten der Parkinsonpatienten für Sequenzierung und allelspezifische PCR. Geschl. = 
Geschlecht, U.-mat = Untersuchungsmaterial, VB = Vollblut, F = Fibroblasten. 
 
Probe Alter 
[a] 
Geschl. U.-mat.  Probe Alter [a] Geschl. U.-mat.
DR-101 67 m VB  DR-871 54 m VB 
DR-120 63 m VB  DR-877 76 m VB 
DR-129 72 m VB  DR-887 53 m VB 
DR-145 73 m VB  DR-888 51 m VB 
DR-196 71 w VB  DR-892 46 w VB 
DR-201 63 w VB  DR-896 64 m VB 
DR-215 70 w VB  DR-897 66 m VB 
DR-254 64 m F/VB  DR-898 80 m VB 
DR-278 28 m VB  DR-900 61 m VB 
DR-350 72 m VB  DR-901 44 m VB 
DR-369 56 m VB  DR-902 74 m VB 
DR-427 52 m F/VB  DR-907 60 m VB 
DR-604 74 w VB  DR-908 63 m VB 
DR-612 59 m VB  DR-910 62 m VB 
DR-617 46 m VB  DR-915 58 w VB 
DR-621 63 w VB  DR-916 68 w VB 
DR-634 53 m VB  DR-917 59 m VB 
DR-635 81 w VB  DR-923 67 w VB 
         
Tab. 8: Fortsetzung 
Tab. 9: Fortsetzung 
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Probe Alter 
[a] 
Geschl. U.-mat.  Probe Alter [a] Geschl. U.-mat.
DR-639 56 m VB  DR-931 50 m VB 
DR-655 85 m VB  DR-932 63 m VB 
DR-661 66 m VB  DR-937 79 m VB 
DR-731 63 w VB  DR-939 75 m VB 
DR-740 64 w VB  DR-940 73 m VB 
DR-746 50 w VB  DR-941 64 m VB 
DR-750 65 m VB  DR-943 63 w VB 
DR-770 82 w VB  DR-946 56 m VB 
DR-772 69 m VB  DR-947 80 w VB 
DR-773 65 m VB  DR-949 67 w VB 
DR-774 36 m VB  DR-950 61 m VB 
DR-778 64 w VB  DR-951 71 w VB 
DR-781 65 w VB  DR-952 68 w VB 
DR-783 80 m VB  EU-02 55 m VB 
DR-784 69 m VB  EU-06 63 m VB 
DR-792 69 m VB  EU-13 65 w VB 
DR-793 62 w VB  EU-16 74 m VB 
DR-794 67 m VB  EU-36 79 w VB 
DR-796 73 w VB  EU-40 74 w VB 
DR-797 60 m VB  EU-41 64 w VB 
DR-800 65 m VB  EU-42 54 m VB 
DR-805 68 w VB  EU-43 76 m VB 
DR-812 61 m VB  EU-48 73 m VB 
DR-815 50 m VB  EU-50 66 w VB 
DR-818 78 w VB  EU-52 60 m VB 
DR-821 70 m VB  EU-54 77 w VB 
DR-824 61 m VB  EU-55 64 m VB 
DR-825 61 m VB  EU-56 58 w VB 
DR-827 76 w VB  EU-61 48 m VB 
DR-828 72 w VB  EU-63 64 w VB 
         Tab. 9: Fortsetzung 
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Probe Alter 
[a] 
Geschl. U.-mat.  Probe Alter [a] Geschl. U.-mat.
DR-829 75 w VB  EU-64 64 m VB 
DR-833 51 m VB  EU-65 58 w VB 
DR-834 64 m VB  EU-83 57 m VB 
DR-836 60 m VB  EU-85 58 m VB 
DR-846 70 w VB  EU-87 53 m VB 
DR-853 51 m VB  EU-93 63 w VB 
DR-857 44 w VB  EU-94 54 w VB 
DR-858 44 m VB  EU-95 59 m VB 
DR-860 73 m VB  EU-96 53 w VB 
DR-861 41 m VB  EU-313 43 m VB 
DR-862 75 w VB  EU-316 48 m VB 
DR-864 72 m VB  EU-318 73 m VB 
DR-864 72 m VB  EU-332 45 w VB 
DR-865 66 m VB  EU-335 44 m VB 
DR-869 63 m VB      
 
 
Tab. 10: Daten der Parkinsonpatienten (unter Dopaminagonistentherapie) für den Comet Assay 
Geschl. = Geschlecht, m = männlich, w = weiblich 
 
Probe Alter [a] Geschl.  Probe Alter [a] Geschl. 
DR-773 65 m  DR-858 44 m 
DR-776 52 m  DR-865 66 m 
DR-784 69 m  DR-886 47 m 
DR-796 73 w  DR-900 61 m 
DR-772 69 m  DR-902 74 m 
DR-815 50 m  DR-932 63 m 
DR-824 61 m  DR-951 71 w 
 
 
 
 
 
Tab. 11: Daten der Parkinsonpatienten (unter L-Dopatherapie, ohne Dopaminagonistengabe) 
2   Material                                                                                                                                  Seite 39
für Comet Assay. Geschl. = Geschlecht, m = männlich, w = weiblich 
 
Probe Alter [a] Geschl.  Probe Alter [a] Geschl. 
DR-818 78 w  DR-908 63 m 
DR-823 47 w  DR-916 68 w 
DR-833 51 m  DR-917 59 m 
DR-836 60 m  DR-939 75 m 
DR-867 61 m  DR-949 67 w 
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3  Methoden 
 
3.1  Sicherheitsbestimmungen 
 
Alle Proben wurden als potentiell infektiös angesehen und nach dem Experiment 
durch Desinfizieren oder Autoklavieren unschädlich gemacht bzw. dementsprechend 
entsorgt.  
Die Chemikalien wurden entsprechend ihrer R- und S-Sätze gehandhabt und 
entsorgt. 
 
 
3.2  Vorbemerkungen 
 
Alle beschriebenen Arbeiten, bei denen Zellmaterial eingesetzt wurde, erfolgten unter  
sterilen Bedingungen mit in vitro kultivierten primären Fibroblasten. 
Für die Versuche mit DNA und Fibroblasten wurden alle Lösungen, Geräte und 
Materialien für 20 min bei 121°C und Überdruck (~202 kPa) sterilisiert. 
Hitzeempfindliche Lösungen wurden steril filtriert (Milex®-HV, 0,22 µm, Millipore). Die 
Arbeiten mit DNA und Enzymen wurden, wenn nicht anders beschrieben, auf Eis 
durchgeführt. Für alle PCR-Ansätze wurde Wasser für Injektionszwecke 
(Serumwerke Bernburg, Deutschland) bzw. für die Arbeiten mit RNA DNase-, RNase- 
freies Wasser (Roth, Deutschland) eingesetzt. 
Die Methoden, Puffer und Lösungen ohne Referenzangaben wurden aus „Molecular 
Cloning - A Laboratory Manual“ von Sambrook et al. (1989) entnommen. 
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3.3  Molekularbiologische Methoden 
 
3.3.1 Isolierung von DNA und RNA 
 
3.3.1.1 Isolierung von Gesamt-DNA aus Vollblut 
 
Die Isolierung der Gesamt-DNA erfolgte mit Hilfe des GenomeStar™ Kits (Fa. Hybaid 
GmbH). 300 µl Vollblut wurden mit 600 µl Puffer 1 gemischt und die Proben unter 
ständigem Schütteln für 10 min bei 68°C lysiert. Nach Extraktion der Lösung mit 900 
µl Chloroform wurden die Proben zentrifugiert (5 min, 23 000 g, 4°C). Die wässrige 
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit 900 µl Wasser und 100 µl 
Puffer 2 gemischt und erneut zentrifugiert (20 min, 23 000 g, 4°C). Der Überstand 
wurde verworfen, das Pellet in 300 µl Puffer 3 und 750 µl Ethanol (96%) 
resuspendiert und die DNA über Nacht bei –20°C gefällt. Nach einer sich 
anschließenden Zentrifugation (20 min, 23 000 g, 4°C) wurde der Überstand 
verworfen, das DNA-Pellet mit 250 µl 70% (v/v) Ethanol gewaschen und zentrifugiert 
(5 min, 23 000 g, 4°C). Das Ethanol wurde abgenommen. Nachfolgend wurde das 
DNA-Pellet im Vakuum getrocknet und in 70 µl Wasser aufgenommen. Die 
kurzzeitige Lagerung erfolgte bei 4°C. Längerfristig wurden die Proben bei –20°C 
oder –80°C aufbewahrt. 
 
 
3.3.1.2 Isolierung von Gesamt-DNA aus Fibroblasten 
 
Die Isolierung der Gesamt-DNA erfolgte durch Phenol/Chloroform Extraktion. 
Das Medium wurde abgenommen, die Zellen (ca. 5 x 105) mit PBS gewaschen und 
mit einem Zellschaber abgeerntet. Nach einer anschließenden Zentrifugation (5 min, 
600 g) wurde der Überstand verworfen und die Zellen in 2 ml eiskaltem PBS 
resuspendiert. Das nach einer wiederholten Zentrifugation gewonnene Pellet wurde 
noch zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, bevor die Zellen in 1 ml 
Extraktionspuffer aufgenommen werden konnten. Vor der nachfolgenden Inkubation 
der Proben für 2 Stunden bei 37°C wurde diesen noch 0,1 mg/ml Proteinase K 
zugesetzt. Die Extraktion der Nukleinsäuren erfolgte anschließend durch die Zugabe 
des gleichen Volumens an Phenol/Chloroform (Fa. Roth) (4°C). Die Proben wurden 
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15 Sekunden gemischt (Vortex) und 10 min bei 1500 g und 4°C zentrifugiert. Die 
obere wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und nochmals 
mit Phenol/Chloroform extrahiert. Die nach erneuter Zentrifugation erhaltene 
wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 5 M 
Natriumchlorid gemischt (Endkonzentration: 300 mM). Es wurde das dreifache 
Volumen an eiskaltem 96%igem Ethanol zugegeben, die Proben geschwenkt und 10 
min bei 1500 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet 
mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol (4°C) gewaschen. Nach Zentrifugation der Proben wurde 
das Pellet in 1 ml Wasser, 1 ml TE-Puffer und RNase A (Endkonzentration 100 
µg/ml) aufgenommen und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nachfolgend wurde den 
Proben nochmals Proteinase K (Endkonzentration 100 µg/ml) zugesetzt und diese 
eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. Es schloss sich eine zweite Extraktion mit 
Phenol/Chloroform an. Nachdem das Pellet zweimal mit 70% (v/v) Ethanol 
gewaschen worden war, konnte die isolierte DNA in 100 µl PCR-Wasser 
aufgenommen und gelöst werden. Die Lagerung der Proben erfolgte bei  -20°C. 
 
 
3.3.1.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Fibroblasten 
 
Die Isolierung der RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits. Die Zellen wurden 
zweimal mit kaltem PBS gewaschen, abgeschabt und in 50 ml Falcontubes 
überführt. Nach einer sich anschließenden Zentrifugation für 5 min bei 600 g wurde 
der Überstand verworfen, die Zellen in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und bei  
–80°C bis zur weiteren Bearbeitung aufbewahrt. 
Die Isolierung der RNA erfolgte ohne weitere Modifizierung nach dem Protokoll der 
Firma Qiagen, wobei eine optionale DNase Verdauung der Proben durchgeführt 
wurde. 
 
 
3.3.2  Quantifizierung von DNA und RNA  
 
Die Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration sowie ihrer Reinheit erfolgte mit 
Hilfe eines Fotometers durch Messung der Extinktion bei 260 und 280 nm. 
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3.3.3  Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
Die nachfolgend beschriebenen PCR Methoden wurde unter zu Hilfenahme des 
Master Taq® Kit durchgeführt. Das Gesamtvolumen aller Ansätze betrug 50 µl. 
 
 
3.3.3.1 Amplifizierung mitochondrialer Fragmente 
 
Die isolierte (siehe 3.3.1.1) und gelöste DNA (ca. 100 ng) wurde mit 5,0 µl 10-fach 
konzentriertem PCR-Puffer, 5,0 µl Enhancer, 5,0 µl dNTP-Mix (2,0 mM), je 1,0 µl 
Forward und Reverse Primer (25 pmol) und 0,5 µl Taq Polymerase (2,5 Units) 
gemischt und der Ansatz mit  Wasser aufgefüllt. Die Amplifizierung im Thermocycler 
erfolgte nach folgendem Programm: 
 
Vordenaturierung  96°C – 2 min  R = 3°C/sek   
30 Zyklen: 
    Denaturierung  94°C – 45 sek R = 3°C/sek 
    Annealing   60°C – 45 sek      R = 3°C/sek 
    Elongation  72°C – 60 sek R = 3°C/sek 
Abschluß  Elongation 72°C - 10 min   
 
Die Primer für die Fragmente sind unter 2.3.1 in Tabelle 3 
angegeben. R = Ramp 
 
 
3.3.3.2 allelspezifische PCR 
 
1989 entwickelten  Newton und seine Mitarbeiter,  eine neue Form der PCR. Diese, 
von ihm als Amplification Refractory Mutation System  (ARMS) bezeichnete Methode 
eignet sich speziell zur Detektion bekannter Punktmutationen in der DNA (Newton et 
al., 1989). 
 
Für jede nachzuweisende Mutation wurden zwei Ansätze pipettiert, in denen sich die 
Forward Primer unterschieden. Der erste Ansatz enthielt den zur Wildtyp DNA 
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korrespondierenden Primer. Für den zweiten Ansatz wurde ein modifizierter Forward 
Primer benutzt. Hierbei entsprach die 3’-Base nicht der ursprünglichen Sequenz, 
sondern wurde durch die mutierte Base ausgetauscht. Der Reaktionsansatz ist dem 
Kapitel 3.3.4.1 zu entnehmen. Die Amplifizierung im Thermocycler erfolgte nach 
folgendem Programm: 
 
Vordenaturierung  96°C – 2 min  R = 3°C/sek 
30 Zyklen: 
    Denaturierung  94°C – 45 sek R = 3°C/sek 
    Annealing    x °C – 45 sek      R = 3°C/sek 
    Elongation  72°C – 60 sek R = 3°C/sek 
Abschluß  Elongation 72°C - 10 min  
 
x = Primerspezifische Annealingtemperatur, R = Ramp 
 
Die jeweiligen Primer und ihre zugehörigen Temperaturen sind unter 2.3.2 in Tabelle 
4 aufgeführt. 
 
 
3.3.3.3      Real-time PCR 
 
3.3.3.3.1   Quantifizierung von mtDNA 
 
Die Quantifizierung der mitochondrialen DNA und nukleären DNA erfolgte mittels 
Real-time PCR. Die isolierte und gelöste DNA (40 – 60 ng) wurde mit 12,5 µl 
Brilliant®SYBR®Green QPCR Master Mix sowie je 1,0 µl Forward und Reverse 
Primer [(25 pmol), Primer siehe 2.3.3.1] gemischt und mit DEPC-Wasser auf ein 
Gesamtvolumen von 25 µl gebracht. Die Amplifizierung erfolgte nach folgendem 
Programm: 
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Vordenaturierung   96°C – 10 min   
40 Zyklen: 
Denaturierung   96°C – 30 sek  
Annealing     x °C – 25 sek       
Elongation    72°C – 30 sek 
1 Zyklus (0,5°C/Zyklus): 
Schmelzkurve   55°C – 95°C   
     
x = Primerspezifische Annealingtemperatur 
 
 
3.3.3.3.2 Untersuchung der Expression mitochondrialer Gene  
 
Um einen Zusammenhang zwischen der Expression mitochondrialer Gene und 
Parkinson zu finden, wurde die mRNA-Expression von 11 mitochondrial codierten 
Genen im Bezug zu zwei nukleären homogen exprimierten Genen bestimmt. Als 
Ausgangsmaterial diente Gesamt-RNA, welche aus den Zellkulturproben isoliert 
wurde (siehe 3.3.1.3).   
Die isolierte (siehe 3.3.2.1) und gelöste RNA (ca. 10 ng) wurde mit 12,5 µl 
Brilliant®SYBR®Green QRT-PCR Master Mix Kit, 1-Step, je 1,0 µl Forward und 
Reverse Primer [(25 pmol), Primer siehe 2.3.3.2] und 0,0625 µl StrataScript™ 
RT/RNase Block Enzym Mixture gemischt und mit DEPC-Wasser auf ein 
Gesamtvolumen von 25 µl gebracht. Die PCR erfolgte nach folgendem Programm: 
 
1 Zyklus: 
Umschreiben der RNA in cDNA  50°C - 30 min 
1 Zyklus:           95°C – 10 min 
40 Zyklen: 
Denaturierung    95°C – 30 sek  
Annealing      x °C – 60 sek       
Elongation     72°C – 30 sek 
1 Zyklus (0,5°C/Zyklus) 
Schmelzkurve    55°C - 95°C  
     
x = Primerspezifische Annealingtemperatur 
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3.3.4  Agarose-Gelelektrophorese 
 
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in Agarosegelen (SeaKem® LE 
Agarose gelöst in 1 x TBE-Puffer), welchen vor dem Gießen noch 0,002% (v/v) 
SYBR®Green zugesetzt wurde. 
Abhängig von der Größe der zu trennenden Fragmente wurden 0,8 - 1,8%ige Gele 
verwendet. Als Laufpuffer diente 1 x TBE-Puffer. Die Trennung der DNA erfolgte bei 
ca. 6 V/cm. Die Visualisierung der DNA-Fragmente nach dem Lauf erfolgte unter UV-
Licht.  
 
 
3.3.5  Reinigung von PCR-Fragmenten 
 
Zur Reinigung der PCR–Fragmente wurde der GFX™ PCR DNA and Gel Band 
Purification Kit mit folgenden Puffern (Fa. Amersham Biosciences) verwendet: 
 
Capture Buffer = enthält Acetat und chaotrophe Agenzien. Fördert die Bindung der 
DNA an das Säulenmaterial. 
GFX-Säulen = Micro SpinTM Säulen mit Glasfieber Matrix zur Bindung der DNA. 
Wash Buffer = alkoholhaltiger Puffer, um Salze und Kontaminationen zu beseitigen. 
 
 
3.3.5.1 Reinigung von PCR-Fragmenten aus Lösungen 
 
Je 500 µl Capture Buffer wurden zusammen mit den fertigen und nebenbandenfreien 
Reaktionsansätzen auf GFX-Säulen gegeben und zentrifugiert (30 sek, 12 000 g). 
Der Durchfluß wurde verworfen und die gebundene DNA mit 500 µl Wash Buffer  
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (30 sek, 12 000 g) wurde die Säule auf ein 
neues Reaktionsgefäß gesetzt und die DNA nach einminütiger Inkubation bei 
Raumtemperatur mit 50 µl Wasser durch zentrifugieren (1 min, 12 000 g) eluiert. 
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3.3.5.2      Reinigung von PCR-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
PCR-Ansätze, welche unspezifische Amplifikate enthielten, wurden komplett auf ein 
1,8%-iges Agarosegel aufgetragen und getrennt (Kapitel 3.3.4 und 3.3.5). Die 
gewünschte Bande wurde sauber ausgeschnitten. Zu je 10 mg Gelstück wurden 10 
µl Capture Buffer gegeben. Nach Auflösung der Agarose unter leichtem Schütteln bei 
60°C (ca. 5 – 15 min) wurde die Lösung auf die Säule gegeben und die DNA, wie 
unter 3.3.5.1 beschrieben, eluiert. 
 
 
3.3.6 DNA-Sequenzierung 
 
Zur Sequenzierung der DNA wurde der auf Basis der Didesoxymethode (Sanger et 
al., 1977) beruhende ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reaction Kit der Fa. Applied Biosystems verwendet. 
Die Sequenzierung erfolgte mit einem ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer. Die 
Daten wurden mittels ABI PRISM™ 310 Data Collection Software (Version 1.0.4) 
gesammelt und mit der Sequenzing Analysis (Version 3.3)/Factura (Version 2.2) 
Software ausgewertet. 
 
 
3.3.6.1 Sequenzier-PCR  
 
40 – 80 ng amplifiziertes DNA-Fragment wurden mit 4,0 µl Ready Reaction Mix, 1,0 
µl Forward Primer (25 pmol) und sterilem Wasser gemischt. Das Gesamtvolumen 
des Ansatzes betrug 10 µl. Die Reaktion fand unter folgenden Bedingungen statt: 
 
Vordenaturierung   96°C – 5 min  R = 1°C/sek  R = Ramp 
30 Zyklen: 
    Denaturierung   94°C – 30 sek R = 1°C/sek 
    Annealing und Elongation 60°C – 3 min     R = 1°C/sek 
       
Die zugehörigen Primer sind unter Kapitel 2.3.1, Tabelle 3, aufgelistet. 
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3.3.6.2 Reinigung der Produkte 
 
Die Reinigung der Sequenzier-PCR Amplifikate erfolgte mittels MicroSpin™ Säulen  
(AutoSeq™ G-50). Um das in den Säulen befindliche Sephadex™G-50 zu 
resuspendieren, wurden diese vor Gebrauch sehr gut gemischt und anschließend die 
Spitze der Säule abgeschnitten. Nach Zentrifugation (1 min, 5000 g) der Säulen 
wurde der Durchfluß verworfen und 500 µl Wasser auf das Säulenmaterial pipettiert. 
Nach erneutem Zentrifugieren (1 min, 5000 g) wurde der Durchfluß abermals 
verworfen und der Waschschritt wiederholt. Anschließend konnten die Proben auf die 
Säulen gegeben und zentrifugiert (1 min, 5000 g) werden. Die eluierten Proben 
wurde im Vakuum getrocknet, in je 25 µl Template Suppression Reagent 
aufgenommen, gemischt und für 2 min bei 92°C inkubiert. Anschließend wurden die 
Reaktionsgefäße sofort auf Eis gestellt. Nach Abkühlung der Proben wurden diese in 
spezielle Reaktionsgefäße (Genetic Analyzer Sample Tubes - 0,5 ml mit Septa) 
luftblasenfrei überführt und gemäß den Herstellerangaben im Sequenzer 
gelelektrophoretisch aufgetrennt (Geltemperatur: 50°C, Elektrophorese: 15 kV/8 µA, 
Laser: 9,9 mW) und detektiert.  
 
 
3.3.7 Bestimmung von oxidativem Stress 
 
3.3.7.1 Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet Assay) 
 
Die Durchführung der Methode erfolgte in Anlehnung an Singh et al. (1988) und 
Collins, (2004). 
 
Die Einzelzellgelelektrophorese (Comet Assay) ist eine sensitive Technik, um DNA-
Einzelstrangbrüche in Zellen nachzuweisen  (Ostling & Johanson, 1984; Singh et al., 
1988). Die Grundlage der Methode beruht darauf, dass DNA-Bruchstücke in einem 
elektrischen Feld schneller wandern, als intakte DNA Moleküle (Olive et al., 1994). 
Die Schweiflänge und Intensität dient als Indikator für die Stärke der Zellschädigung 
(Olive et al., 1999) 
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3.3.7.1.1 Probenvorbereitung und Aufbewahrung 
 
100 µl frisches EDTA-Blut wurden mit der gleichen Menge Einfriermedium in 
Kryoröhrchen gemischt und in einer speziellen Einfrierbox (Fa. NUNC), welche 
Isopropanol enthielt, um ein langsames Einfrieren (1°C/min) der Proben zu 
gewährleistete, bei –80°C tiefgefroren. Die anschließende Lagerung der Proben bis 
zum Gebrauch erfolgte ebenfalls bei –80°C. 
 
 
3.3.7.1.2 Comet Assay 
 
SuperFrost Objektträger wurden mit 0,75% (w/v) Agarose in PBS beschichtet und 10 
min bei Raumtemperatur getrocknet. 3 µl aufgetaute Probe wurden zügig mit 90 µl 
LMP Agarose (Low Melting Point Agarose, 39°C) gemischt, luftblasenfrei auf den 
vorbereiteten Objektträger gegeben und mit einem Deckglas (22 x 22 mm) bedeckt. 
Nach dem Erstarren der Agarose bei 4°C wurden die Deckgläser mit einem Skalpell 
abgenommen und die Objektträger für eine Stunde in kalter Lyselösung 
lichtgeschützt bei 4°C (Kühlschrank) inkubiert. Anschließend wurden die  
Objektträger dreimal für 5 min in kaltem Enzymreaktionspuffer gewaschen. 100 µl 
Formamidopyrimidin DNA Glykosylase Enzymlösung (8 U/ml) bzw. 
Enzymreaktionspuffer wurden auf die Proben gegeben, mit einem Deckglas 
abgedeckt und 30 min bei 37°C lichtgeschützt inkubiert. Nachfolgend wurden die 
Deckgläser wieder abgenommen und die Proben in kalter Elektrophoreselösung für 
weitere 25 min inkubiert. Die sich anschließende Elektrophorese erfolgte für 25 min 
bei 25 V und 300 mA in einer horizontalen Kammer. Am Ende des Laufes wurden die 
Proben zweimal für 10 min in 70% (v/v) Ethanol gewaschen und anschließend 
getrocknet. 
 
 
3.3.7.1.3    Silberfärbung und Auswertung 
 
Die Färbung der Zellen mit Silbernitrat erfolgte nach Protokoll des CometAssay™ 
Silver Staining Kits (Fa. TREVIGEN). 
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100 µl Fixierlösung wurden auf die trockene Probe pipettiert und 20 min abgedeckt 
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde der Objektträger 30 min in 
entionisiertem Wasser gewaschen. Nachfolgend wurden 100 µl Färbelösung auf der 
Probe verteilt und die Silberfärbung unter dem Mikroskop verfolgt. Bei ausreichender 
Tönung der Zellen wurde die Färbereaktion mit 100 µl Essigsäure [5,0% (v/v), für 15 
min] abgestoppt, der Objektträger anschließend mit entionisiertem Wasser 
gewaschen und an der Luft getrocknet. 
 
Zur Auswertung wurden 100 Zellen am Mikroskop beurteilt, in die Stadien 1-6 
eingeteilt (vgl. Kap. 4, Abb. 7) und der relative oxidative Stress (roS) nach folgender 
Formel (nach Absprache mit Mitarbeitern der Fakultät Mathematik) berechnet: 
 
XFPG+/- = [(S1x1)+(S2x2)+(S3x3)+(S4x4)+(S5x5)+(S6x6)]/100 
 
roS = XFPG+ - XFPG- 
S1 – S6 = Anzahl der Zellen im Stadium 1 bis 6  
FPG+/- = Zellen mit/ohne Formamidopyrimidin DNA Glykosylase Behandlung 
 
 
3.3.7.2 Nachweis von Superoxid in den Mitochondrien 
 
MitoSOXTM dringt in lebende Zellen ein und wird durch die anwesenden Superoxide 
oxidiert. Die dabei entstandene Rotfluoreszenz wird durch die Bindung des 
Oxidationsproduktes an Nukleinsäuren noch verstärkt und kann am Mikroskop 
ausgewertet werden. 
 
8 x 103 Zellen (Fibroblasten) wurden in 6-Well Platten ausgesät (enthielten je 5 ml 
DMEM, vgl. 2.2) und über Nacht bei den unter 3.5 beschriebenen Bedingungen 
inkubiert. Am nächsten Tag wurden den Proben verschiedene Konzentrationen 
(0dnM, 100 nM, 200 nM, ... – 1000 nM) Rotenon zugegeben. Nach weiteren 24 h 
konnten die Zellen auf die Bildungsrate an Superoxid in Abhängigkeit von 
verschiedenen Rotenonkonzentrationen untersucht werden. 
Die Detektion von gebildetem Superoxid in den lebenden Zellen erfolgte mit dem 
MitoSOXTM Red mitochondrial superoxide indicator for live-cell imaging Kit.  
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5 mM MitoSOXTM Reagenz wurden mit HBSS/Ca/Mg auf 5 µM (Arbeitslösung) 
verdünnt. Das Medium aus den 6-Well Platten wurde abgesaugt und je 1,0 ml der 
verdünnten Arbeitslösung auf die Zellen pipettiert. Nach Inkubation der Zellen (20 
min*, 37°C) im Dunkeln wurden diese nachfolgend dreimal mit HBSS/Ca/Mg 
gewaschen. Abschließend wurde 1,0 ml HBSS/Ca/Mg in jedes Well pipettiert. 
Die Auswertung erfolgte am Leica DMIRE 2 Mikroskop. 
 
Das Anregungs- bzw. Emissionsmaxima von MitoSOXTM Red mitochondrial 
superoxide indicator beträgt ungefähr 510 bzw. 580 nm. 
 
 
3.3.7.3 Messung der Wasserstoffperoxid-Freigabe von Zellen 
 
Die von den Zellen freigesetzte Menge an Wasserstoffperoxid (H2O2) wurde mit Hilfe 
des Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (Molecular Probes) 
detektiert.  
In Anwesenheit von Peroxidase reagiert H2O2 mit 10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin 
(Amplex® Red Reagenz) in einem stöchiometrischen Verhältnis von 1:1 und 
produziert das rot fluoreszierenden Produkt Resorufin.  
Das Protokoll der Firma wurde dahingehend abgeändert, dass die Messung an 
Fibroblasten und nicht an Lymphozyten stattfand. Pro Probe wurden dabei 1,5 x 104 
Zellen eingesetzt. Die Messung erfolgte am Mikrotitterplattenfotometer bei einer 
Anregungswellenlänge von 530 nm und einer Emmissionswellenlänge von 590 nm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
* Änderung zum Originalprotokoll der Firma 
3   Methoden                                                                                                                              Seite    
   
52
3.4       Methoden der Proteinbiochemie 
 
3.4.1  Bestimmung der Proteinkonzentration   
 
3.4.1.1 Bradford Test 
 
Der gleichnamige Test, basierend auf der Methode von Bradford, M. M. (1976), 
erfolgte unter Zuhilfenahme des Coomassie® Plus Protein Assay Reagenz der Fa. 
Pierce nach Firmenprotokoll in Mikrotiterplatten. Als Referenzprotein wurde BSA im 
Konzentrationsbereich von 0,2 – 1,0 mg/ml verwendet. 
 
Durch die Bindung des ionischen Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an 
basische Aminosäuren wird das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm 
nach 595 nm verschoben. Diese Absorptionszunahme ist ein Maß für die 
Proteinkonzentration, welche über die Standardkurve  ermittelt werden kann. 
 
1 Teil Bradford Reagenz (Kit) wurde mit 4 Teilen entionisiertem Wasser gemischt 
und durch einen Whatman Filter filtriert.  
160 µl Standard- bzw. Probenlösung wurden in separate Mikrotiterplatten Wells 
vorgelegt. 40 µl der verdünnten Bradford-Lösung wurden zugegeben und die Proben 
gemischt. Nach Inkubation der Proben bei Raumtemperatur (15 min) konnten diese 
am Mikrotiterplattenfotometer bei einer Wellenlänge von 595 nm vermessen werden.  
Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte über eine Standardkurve. 
 
 
3.4.1.2 Bicinchoninsäure (BCA) Test (nach Smith et al., 1985) 
 
Hierbei wurde der BCA Protein Assay Kit der Fa. Pierce verwendet. Der Test beruht 
auf der Reduktion von Kupferionen im alkalischen Milieu durch die Proteine. 
Anschließend bildet das reduzierte Kupfer mit 2,2’-Bicinchoninsäure (BCA) einen 
violetten Komplex, der bei einer Absorption von 562 nm gemessen wurde. Die 
Messung der Proben erfolgte in Mikrotiterplatten. Als Referenzprotein wurde BSA im 
Konzentrationsbereich von 0,2 – 2,0 mg/ml eingesetzt. 
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25 µl Standard- bzw. Probenlösung wurden in separate Mikrotiterplatten Wells 
vorgelegt. 200 µl Reaktionslösung (50 Teile BCA Reagenz A + 1 Teil BCA Reagenz 
B, Kit) wurden zugegeben und 30 Sekunden gemischt. Nach Inkubation der Platte für 
30 min bei 37°C im Dunkeln, konnte die Absorption bei 562 nm (540 nm – 590 nm) 
gemessen werden. Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte über eine 
Standardkurve. 
 
 
3.4.2 Native Gelelektrophorese  
 
Diese Methode zur Auftrennung von Membranproteinen wurde erstmalig von 
Schägger und Jagow (1991) beschrieben. Hierbei können die Komplexe der 
Atmungskette direkt im Gel durch Enzymfärbung (außer Komplex III) sichtbar 
gemacht und quantifiziert werden.  
Die von Schägger und Jagow beschriebene Methode wurde für die Isolierung der 
Atmungskomplexe aus Fibroblasten wie folgt modifiziert. 
Die Mitochondrienpellets (siehe 3.6.1, ca. 200 µg Protein/Probe) wurden in 200 – 
400gµl Resuspendierungspuffer gelöst und 15 min bei 12 000 g und 4°C 
zentrifugiert. Die Überstände wurden verworfen und die Pellets erneut in 
Resuspendierungspuffer resuspendiert. Das Volumen an Resuspendierungspuffer 
richtete sich hierbei nach der Proteinmenge der Mitochondriensuspension (pro 
100µg/ml Protein → 10µl Resuspendierungspuffer). Den resuspendierten Proben 
wurde  frisches 20%iges (w/v) Digitonin zugesetzt (1,25 µl/10 µl 
Resuspendierungspuffer). Nach einer sich anschließenden 45 minütigen Inkubation 
der Proben auf Eis wurden diese in einer Ultrazentrifuge für 20 min bei 100 000 g 
zentrifugiert. Die Überstände wurden in neue Gefäße überführt und die 
Proteinkonzentration bestimmt. Anschließend wurden die  Proben bei –80°C 
aufbewahrt. 
Die fertig bezogenen Gradientengele wurden über Nacht in 1x konzentriertem 
Gelpuffer äquilibriert. 
Die vertikale Elektrophorese fand bei 4°C statt. Die innere Elektrophoresekammer 
wurde mit Kathodenpuffer A, die äußere Kammer mit Anodenpuffer befüllt. Die 
Proben (25 µg/ml Protein) wurden mit Ladepuffer gemischt und in die Geltaschen 
pipettiert. Nach zwei Stunden bei 80 V wurde Kathodenpuffer A gegen Puffer B 
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ausgetauscht und die Elektrophorese bei 160 V fortgesetzt. Nach der Elektrophorese 
konnten die Atmungskettenkomplexe direkt im Gel angefärbt werden (siehe 3.4.3). 
 
 
3.4.3  Enzymspezifische Färbungen (In Anlehnung an van Coster et al., 
2001) 
 
3.4.3.1 Komplex I Färbung 
 
Bei der enzymatischen Oxidation von NADH durch Ubichinon werden zwei 
Elektronen freigesetzt, die zur Reduktion von NBT führen. Die dabei entstehenden 
wasserunlöslichen NBT-Formazane sind im Gel als dunkelblaue bis violette 
Präzipitate sichtbar. 
Durchführung: 
Das Gel wurde ein bis zwei Stunden bei 37°C unter leichtem Schwenken in Komplex 
I Färbelösung inkubiert. Der Proteinkomplex war als violette Bande im 6-7%-igen Teil 
des Gradientengels sichtbar. 
 
 
3.4.3.2 Komplex II Färbung 
 
Grundlage dieser Färbung ist ebenfalls der Nachweis der NBT-Formazane. Hierbei 
dient Succinat als Elektronendonor. PMS unterstützt die Übertragung der 
Elektronen auf NBT. 
  
Durchführung: 
Die Färbung des Gels erfolgte für ungefähr 2 Stunden unter leichtem Schwenken bei 
37°C in Komplex II Färbelösung. Der Proteinkomplex war als violette Bande im ca. 
10%-igen Teil des Gradientengels sichtbar. 
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3.4.3.3 Komplex IV Färbung 
 
Die Methode beruht auf der Oxidation von DAB in Anwesenheit von 
Wasserstoffperoxid. DAB bildet dabei ein braunes wasserunlösliches Präzipitat.  
 
Durchführung: 
Das Gel wurde ein bis zwei Stunden bei 37°C unter leichtem Schwenken in Komplex 
IV Färbelösung inkubiert. Der Komplex sollte als rotbraune Bande im ca. 9%-igen 
Teil des Gradientengels sichtbar werden. 
 
 
3.4.3.4 Komplex V Färbung 
 
Durch die Spaltung von ATP durch das Enzym ATPase kommt es zur Freisetzung 
von Phosphatgruppen. Die Fällung dieser Gruppen erfolgt, in Abhängigkeit vom pH-
Wert des Inkubationsmediums, mittels Bleiionen. 
Durchführung: 
Nach ca. einer Stunde in Komplex V Färbelösung wurde dieser Komplex als weiße 
Bande im 6-7%-igen Abschnitt des Gels sichtbar. Zur vollständigen  Färbung wurde 
das Gel über Nacht bei 37°C in der Färbelösung inkubiert. 
 
 
3.4.4 Bestimmung der Komplex IV-Aktivität (Fotometrisch) 
 
Grundlage dieser Methode ist die Oxidation von reduziertem Cytochrom c durch die 
Cytochrom-c-Oxidase.  
 
4 Cytochrom c2+ + 4H+ + O2         Cytochrom c3+ + 2 H2O 
         gelb            rot 
 
Die Bestimmung der Enzymaktivität von Komplex IV erfolgte in Quarzküvetten bei 
einer Wellenlänge von 550 nm und 37°C am UVIKON 943 UV/VIS Spektrofotometer. 
 
Cytochrom-c-Oxidase 
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Der Testansatz (50 µl Komplex IV Puffer und 50 µl reduziertes Cytochrom c in 395 µl 
Wasser) wurde für zwei Minuten am Fotometer vermessen. Anschließend wurden 5 
µl Probe (isolierte Atmungskomplexe, vgl. 3.4.2) zugegeben und die Abnahme der 
Extinktion für zehn Minuten verfolgt.  Die Auswertung erfolgte mit der UVIKON 900 
Series Software nach folgender Formel: 
 
  Enzymaktivität = Slope/1000 x reaktionsspezifischer Faktor 
 
Slope = Milliabsorbanz/Minute 
reaktionsspezifischer Faktor = 5,4054 mol 
 
Der reaktionsspezifische Faktor (RF) setzt sich wie folgt zusammen: 
 
RF = (1/ε x d) x (V/v) x 1000 = 5,4054 mol 
 
ε = Extinktionskoeffizient (18,5 mmol-1 x cm-1) 
d = Schichtdicke der Küvette (1 cm) 
V = Gesamtvolumen der Reaktion (0,5 ml) 
v = eingesetztes Probenvolumen (0,005 ml) 
 
Zur weiteren Berechnung der spezifischen Aktivität (Enzymaktivität/mg Protein) 
wurde von den Proben der Proteingehalt mittels BCA Test (vgl. 3.4.1.2) bestimmt 
und wie folgt berechnet: 
 
Spezifische Aktivität = (ΔE/t x 5,4054 mol)/mg Protein 
 
ΔE = Extinktionsänderung 
t = Zeit (min) 
 
 
 
 
 
 
3   Methoden                                                                                                                              Seite    
   
57
3.4.5  Zweidimensionale Elektrophorese 
 
Die erste Dimension der Gelelektrophorese (Isoelektrische Fokussierung) erfolgte 
mittels ZOOM®IPGRunner™ System der Fa. Invitrogen gemäß Protokoll des 
Herstellers in einem pH-Bereich von 3-10.  
Die zweite Dimension (SDS-PAGE) erfolgte in Mini-Protean® II Electrophorese-
kammern der Fa. Bio-Rad in Anlehnung an das Protokoll der Fa. Invitrogen in einem 
12%-igen Polyacrylamidgel. 
Zur Darstellung der Proteine wurden die Gele mit Silbernitrat wie folgt gefärbt (in 
Anlehnung an Heukeshoven und Dernick, 1988): 
Zunächst wurden die Gele mindestens 20 min in Fixierlösung inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen der Gele (je 5 min – 10 min) mit 50% (v/v) Ethanol erfolgte 
eine Inkubation mit 0,02% (w/v) Natriumthiosulfat. Nachfolgend wurden die Gele 3x 
20 sek. mit Wasser gewaschen und mit Silbernitratlösung 15 min inkubiert. Im 
Anschluss daran wurden die Gele 2x 20 sek. mit Wasser gewaschen und mit 
Entwicklungslösung nach Sicht entwickelt. Die Reaktion wurde mit Fixierlösung 
gestoppt und die Gele getrocknet. 
 
Die Auswertung der Gele erfolgte durch visuellen Vergleich der Gele miteinander und 
durch Überlagerung der Gele mit Hilfe der Adobe® Photoshop® CS Software, Version 
8.0.1. 
 
 
3.5 Methoden der Zellkultur 
 
Alle Arbeiten fanden unter sterilen Bedingungen mit temperierten Lösungen und 
Medien statt.  
Die Inkubation der Zellkulturen erfolgte in wassergesättigter Atmosphäre bei 37°C 
und Begasung mit 5% CO2 im Brutschrank. 
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3.5.1 Herstellung einer Primärkultur aus Hautbiopsien 
 
Die aseptisch entnommenen Proben wurden in 50 ml Falcontubes mit ca. 25 ml 
Zellkulturmedium (siehe 2.4) überführt und konnten so bis zur weiteren Bearbeitung 
im Kühlschrank aufbewahrt werden (max. bis 24 Stunden). 
Zur Präparation der Proben wurde das Medium in ein neues Falcontube abgegossen 
und die Hautstücke in einigen Tropfen FCS in einer Petrischale mittels zweier 
Skalpelle von Fettgewebe und Epidermis befreit. Die verbliebene Dermis wurde in   
1-2 mm kleine Teile geschnitten. Mittels einer Pasteurpipette und etwas Medium 
wurden jeweils 4-5 Stücke in eine Zellkulturflasche überführt. Anschließend wurde 
den Flaschen soviel vorgewärmtes Medium zugefügt, dass die Hautstücke nicht 
darin schwammen, sondern ausreichend Kontakt zum Boden hatten. Die Proben 
wurden für 7 Tage im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte der erste Wechsel des 
Mediums. Hierbei wurde allerdings nicht das gesamte Medium abgesaugt, um von 
den Zellen bereits abgegebene Wachstumsfaktoren nicht vollständig wieder zu 
entfernen. Nachfolgend fand der Mediumswechsel dreimal wöchentlich statt. 
Nach etwa einem Monat waren aus den Hautstücken genügend Fibroblasten für 
weitere Subkultivierungen gewachsen. 
 
 
3.5.2 Subkultivierung dermaler Fibroblasten 
 
Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschließend 
erfolgte eine Inkubation der Zellen mit Trypsin-EDTA Lösung bei 37°C, um die 
adhärent wachsenden Fibroblasten vom Boden der Flasche zu lösen. Durch leichtes 
Aufschlagen der  Kulturflaschen konnte dieser Prozess noch intensiviert werden. Die 
Wirkung der Trypsin-EDTA Lösung wurde nach 3 min durch die Zugabe der 
mindestens gleichen Menge an Medium gestoppt, die Zellensuspension in Röhrchen 
überführt und 5 min bei 600 g zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand 
abgesaugt, dass Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und ungefähr 300 000 
bis 500 000 Zellen in die vorbereiteten 75 cm² Flaschen (enthielten ca. 25 ml 
temperiertes Medium) eingesät.  
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3.5.3 Einfrieren von Zellen 
 
Die Zellen wurden hierbei wie unter 3.5.2 beschrieben geerntet, nach der 
Zentrifugation aber in Einfriermedium aufgenommen, in Kryoröhrchen überführt und 
in einer Einfrierbox (Fa. Nunc), welche Isopropanol enthielt, um ein langsames 
Einfrieren der Proben zu gewährleisten, für 24 Stunden bei –80°C eingefroren. Die 
Lagerung der Proben erfolgte in einem Stickstofftank bei –196°C. 
 
 
3.5.4 Rekultivierung eingefrorener Zellen 
 
Die eingefrorenen Zellen (siehe 3.5.3) wurden zügig bei 37°C aufgetaut und in ca. 10 
ml Medium aufgenommen. Nach anschließender Zentrifugation für 5 min bei 600 g 
wurde der Überstand abgesaugt, das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert 
und ungefähr 300 000 – 500 000 Zellen in vorbereitete 75 cm² Flaschen eingesät.  
 
 
3.5.5 Ernten von Zellen  
 
Für weiterführende Proteinexperimente wurden die Zellen nicht trypsiniert sondern 
mittels Zellschaber gewonnen. 
Hierzu wurde das Medium abgenommen und die Zellen 5 min bei Raumtemperatur 
mit PBS gewaschen. Bei einem zweiten Waschschritt wurden dem PBS zusätzlich 
noch 0,02% (w/v) EDTA zugegeben. Nach 5 min Inkubationszeit wurden die Zellen 
mit einem Zellschaber abgeerntet, in Zentrifugenröhrchen überführt und 5 min bei 
600 g zentrifugiert. Anschließend konnte der Überstand verworfen und die Zellen 
noch zweimal mit PBS gewaschen werden. Zum Abschluss wurde das Pellet in 1,5 
ml Reaktionsgefäße überführt und bei –80°C aufbewahrt. 
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3.6.  Weitere Methoden 
 
3.6.1  Isolierung von Mitochondrien 
 
Ca.1 x 106 Zellen wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß und 150 µl Mitochondrien-
puffer mit einem Gewebehomogenisator aufgeschlossen. Nach einer Zentrifugation 
(10 min, 600 g, 4°C), wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt 
und das verbliebene Zellpellet nach wiederholtem homogenisieren erneut 
zentrifugiert. Die Überstände wurden vereinigt und 10 min bei 12 000 g und 4°C 
zentrifugiert. Das erhaltene Mitochondrienpellet wurde noch einmal mit 
Mitochondrienpuffer gewaschen, zentrifugiert (10 min, 12 000 g, 4°C) und 
anschließend bei –80°C aufbewahrt. 
 
 
3.6.2 Bestimmung des Membranpotentials  
 
Beide Methoden erfolgten in Anlehnung an Cossarizza & Salvioli (2003). Die 
Messungen am Durchflußzytometer (FACSCalibur™) wurden am Institut für 
Anatomie (Universitätsklinik Dresden) durchgeführt. 
 
JC-1 ist ein lipophiler kationischer Fluoreszenzfarbstoff, welcher eine spezifische 
Affinität zu mitochondrialen Membranen besitzt. Der Farbstoff liegt als grün 
fluoreszierendes Monomer vor. Bei einem hohen Membranpotential bildet JC-1 so 
genannte J-Aggregate (Multimer) und es kommt zu einer messbaren 
Fluoreszenzverschiebung in den roten Bereich. 
 
 
3.6.2.1 Bestimmung des Membranpotentials im Mikrotiterplattenfoto- 
meter  
 
Ca. 1 x 104 Zellen wurden wie unter 3.5.2 beschrieben trypsiniert und in 50 ml 
Reaktionsgefäße überführt. Nach einer Zentrifugation (5 min, 600 x g) wurde das 
Zellpellet in 1 ml DMEM (ohne Phenolrot) resuspendiert und mit 2,5 µg/ml des 
kationischen Farbstoffes JC-1 im Dunkeln für 20 Minuten bei Raumtemperatur 
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inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit 5 ml DMEM (ohne Phenolrot) 
gewaschen  und in 1 ml farblosem Medium aufgenommen. 200 µl dieser Suspension 
wurden für die Messung am Mikrotiterplattenfotometer eingesetzt. Die Werte für 
Monomer und J-Aggregat wurden bei folgenden Wellenlängen bestimmt: 
 
 
     Anregung    Emission 
 
   Monomer   485 ± 11,0 nm  530 ± 15,0 nm 
   J-Aggregat   535 ± 17,5 nm  590 ± 17,5 nm 
 
 
 
3.6.2.2  Bestimmung des Membranpotentials am Durchflußzytometer 
(FACSCalibur™)  
 
Ca. 1 x 104 Zellen wurden wie unter 3.5.2 beschrieben trypsiniert und in 50 ml 
Reaktionsgefäße überführt. Nach Zentrifugation (5 min, 600 x g) wurde das Zellpellet 
in 1 ml DMEM (ohne Phenolrot) resuspendiert und mit 2,5 µg/ml des kationischen 
Farbstoffes JC-1 im Dunkeln für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen zweimal mit 5 ml DMEM (ohne Phenolrot) 
gewaschen  und in 300 µl farblosen Medium aufgenommen. Folgende Einstellungen 
(mit ungefärbten Zellen) am FACSCalibur™ waren für die Messung erforderlich:  
 
Argonlaser  480 nm 
Fotomultiplier FL1 Kanal 390 V (grün) 
Fotomultiplier FL2 Kanal 320 V (rot) 
FL1-FL2 Kompensation   4,0 % 
FL2-FL1 Kompensation 10,6 % 
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3.7 Bestimmung der ATP-Konzentration 
 
Die Bestimmung der ATP-Konzentration in den Fibroblasten erfolgte mittels CellTiter-
Glo™ Luminescent Cell Viability Assay.  
 
Bei der Messung der Luciferin-Luciferase-Reaktion in Anwesenheit von ATP kommt 
es zur Lichtemission, welche im Luminometer in RLU (Relative Light Units) 
gemessen werden kann. Die Intensität der Lichtemission ist von der ATP 
Konzentration abhängig. 
 
Luciferin + ATP + O2        Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + LICHT 
 
Die Zellen wurden wie unter 3.5.2 beschrieben abtrypsiniert und in 50 ml 
Reaktionsgefäße überführt. Nach Zentrifugation (5 min, 600 x g) wurde das Zellpellet 
in 1 ml DMEM (ohne Phenolrot) resuspendiert und ausgezählt. Es wurde die relative 
Lumineszenz von 1 und 2 x 104 Zellen pro Probe nach Herstellerprotokoll bestimmt. 
Die Messung erfolgte in einem Mikrotiterplattenfotometer. 
 
 
3.8 Elektronenmikroskopische Untersuchung von Mitochon-
drien 
 
Mittels dieser Methode sollten mögliche Unterschiede in der Morphologie der 
Mitochondrien zwischen den Kontroll- und Patientenfibroblasten erkennbar werden. 
Um elektronenmikroskopische Untersuchungen an den Fibroblasten durchführen zu 
können, war es wichtig, die Zellen auf Glasflächen anwachsen zu lassen. Dazu 
wurden ungefähr 2000 Zellen in Kammerdeckgläser eingesät und 24 h kultiviert 
(siehe 3.5). Die Aufarbeitung der Zellen für die Mikroskopie wurden vom Institut für 
Anatomie der Medizinischen Fakultät der TU Dresden durchgeführt. Die 
elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Präparate fanden am Max Planck 
Institut für Zellbiologie und Genetik in Dresden statt.  
 
Luciferase 
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4  Ergebnisse 
 
4.1 Mutationssuche  
 
Alle Proben (Tab. 8/9) wurden, wie unter 3.3.6 beschrieben, sequenziert. Als 
Referenzsequenz diente die „Cambridge Sequenz“ nach Anderson (Anderson et al., 
1981; Andrews et al., 1999). Von dieser Sequenz abweichende Ergebnisse wurden 
durch eine wiederholte Sequenzierung, ausgehend von den originalen DNA Proben, 
überprüft. Bei der Darstellung der Ergebnisse wurde nur auf Basenaustausche, die 
zu einer Veränderung in der Aminosäuresequenz des Proteins führen, eingegangen. 
Alle nachfolgend aufgezeigten Mutationen waren homoplasmatisch nachzuweisen. 
Heteroplasmien konnten aber nicht vollständig ausgeschlossen werden, da die 
Sensitivität der Methode einen Nachweis der Heteroplasmie nur bis ca. 30% 
ermöglicht. 
 
Da Komplex I der mtDNA als der anfälligste Teil gilt, sollte ein Patientenkollektiv auf 
genetische Veränderungen im Bereich MTND1 bis MTND2  untersucht werden. Als 
Untersuchungsmaterial diente Vollblut. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 dargestellt. 
 
Tab. 12: Übersicht über detektierte DNA Mutationen. MTND1 und 2=NADH Dehydrogenase  
Untereinheit 1 und 2, A=Adenin, C=Cytosin, G=Guanin, T=Thymin, tRNAGln=tRNA Glutamin 
 
Proben Alter [a] Basenaustausch Aminosäureaustausch Genort 
Patienten 
(n=85) 
62,4±10,9 1 x T3394C 
1 x A3505G 
1 x C3992T  
1 x A4024G 
19 x T4216C  
9 x A4917G  
1 x T4336C 
2 x G5046A  
1 x A3505G 
Histidin → Tyrosin 
Threonin → Alanin 
Threonin→Methionin 
Threonin → Alanin 
Tyrosin → Histidin 
Asparaginsäure → Asparagin 
 
Valin → Isoleucin 
Threonin → Alanin 
MTND1 
MTND1 
MTND1 
MTND1 
MTND1 
MTND2 
tRNAGln 
MTND2 
MTND1 
Kontrollen 
(n=13) 
60,2±9,6 5 x T4216C 
1 x A4917G 
Tyrosin → Alanin 
Asparaginsäure → Asparagin 
MTND1 
MTND2 
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Insgesamt konnten im Patientenkollektiv acht verschiedene Mutationen 
nachgewiesen werden, die sich auf 25 Patienten verteilten. Am häufigsten wurde der 
Basenaustausch im MTND2 an Position 4917 detektiert. Das neu entstandene 
Basentriplett kodiert für die Aminosäure Asparagin wogegen der Wildtyp für die 
Aminosäure Asparaginsäure kodiert. 
Im Probandenkollektiv konnten zwei verschiedene Basenaustausche nachgewiesen 
werden, die sich auf fünf Kontrollen verteilten. 
 
 
4.2 Selektion geeigneter Patienten und weiterführende 
Experimente 
 
Für weitere Arbeiten wurden drei Patienten nach folgenden zwei Kriterien 
ausgewählt: 
• Vorhandensein von Mutationen im ND1 und ND2 Bereich der mitochondrialen 
DNA, die zu einem Aminosäureaustausch führen und 
• Einwilligung der Patienten zur Entnahme von dermalen Zellen durch Biopsie. 
Folgende Patienten standen für weitere Experimente zur Verfügung: 
• DR-254  
• DR-427 
• DR-634 (Nur molekularbiologische Arbeiten möglich. Keine Biopsie 
vorhanden.) 
 
 
4.2.1  Sequenzierung der mitochondrialen DNA von ausgewählten 
Patienten aus Vollblut  
 
Von den ausgewählten Patienten wurde die gesamte mtDNA auf Mutationen 
untersucht (siehe 3.3.6). Als Untersuchungsmaterial diente Vollblut. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle 13 dargestellt. 
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4.2.2  Sequenzierung der mitochondrialen DNA von ausgewählten 
Patienten aus Fibroblasten 
 
Um bei weiteren Untersuchungen an den Patientenfibroblasten zu gewährleisten, 
dass die gleichen Mutationen wie in den Vollblutproben vorhanden waren, wurde die 
aus den Fibroblasten isolierte DNA ebenfalls sequenziert. Da sich zu den Blutproben 
keine Unterschiede zeigten, sind die Ergebnisse nicht gesondert aufgezeigt. Die 
Fibroblasten der Probanden wurden ebenfalls auf die bei den ausgewählten 
Patienten detektierten Mutationen (siehe Tab. 13) untersucht. Es konnte hierbei 
keine der Patientenmutationen nachgewiesen werden. 
 
Tab.A13:AMutationen bei ausgesuchten Patienten. MTND1,3,6=NADH Dehydrogenase  Untereinheit 
1,3,6; MTCYB=Cytochrom b; A=Adenin, C=Cytosin, G=Guanin, T=Thymin, tRNAGln=tRNA 
Glutamin,tRNATrp=tRNA Tryptophan, tRNACyc=tRNA Cystein, OL=Origin leichter Strang 
 
Patient   Basenaustausch   Aminosäureaustausch   Genort 
 
 
 
DR-254 
  T3394C 
  A5566G 
  G5773A 
  A10398G 
  T14798C 
  C15452A 
  Histidin → Tyrosin 
   
 
  Threonin → Alanin 
  Phenylalanin → Leucin 
  Leucin → Isoleucin 
  MTND1 
  tRNATRP 
  tRNACyc,OL 
  MTND3 
  MTCYB 
  MTCYB 
DR-427   A3505G   Threonin → Alanin   MTND1 
 
DR-634 
  C3992T 
  A4024G 
  A14582G 
  Threonin → Methionin 
  Threonin → Alanin 
  Valin → Alanin 
  MTND1 
  MTND1 
  MTND6 
 
Den drei ausgewählten Patienten konnten nach Sequenzierung ihrer kompletten 
mitochondrialen DNA zehn verschiedene Mutationen (Abb. 3) zugeordnet werden. 
Patient DR-254 wies mit sechs Basenaustauschen die höchste Mutationsrate auf. 
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 T3394C    A3505G 
 
 
      
 C3992T    A4024G 
  
 
    
 A5566G    G5773A 
 
 
   
A10398G    T14798C 
 
 
Abb. 3: Durch Sequenzierung detektierte Basenaustausche 
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 A14582G    C15452A 
  
 
Abb. 3: Fortsetzung (Durch Sequenzierung detektierte Basenaustausche) 
 
 
4.2.3  Allelspezifische PCR 
 
Da sich bei der allelspezifischen PCR (3.3.3.2) die Primer für die Wildtyp- und 
mutierte DNA nur in einer Base unterscheiden, mussten die jeweiligen 
Annealingtemperaturen exakt bestimmt werden damit die Amplifikation nur gelingt, 
wenn die Template- und Primersequenz exakt in jeder Base übereinstimmen (Abb. 4)   
 
 
 
    
 
 3992 C 
     3992 T  
 
 
Um Aussagen über die Häufigkeit der unter 4.2.1 detektierten Basenaustausche 
treffen zu können, wurde ein größeres Patienten- und Probandenkollektiv auf diese 
Mutationen hin untersucht. Positive Ergebnisse wurden durch Wiederholung 
verifiziert. Die hierbei nachgewiesenen Mutationen in beiden Gruppen waren fast 
ausschließlich von homoplasmatischem Charakter. Nur eine Probe 
(Fibroblastenkontrolle D) zeigte ein heteroplasmatisches Bandenmuster bei einer 
Mutation (C15452A), welches durch eine erneute Isolation der DNA und 
 1     2     3     4     5    6 
1 = 59,8°C 
2 = 60,9°C 
3 = 62,0°C 
4 = 63,1°C     
5 = 64,2°C 
6 = 65,0°C 
Abb. 4: Temperaturgradienten-
PCR zur Bestimmung der 
Annealingtemperatur (Beispiel für 
die Mutation C3992T); C=Cytosin, 
T=Thymin. Template = humane 
DNA. 
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anschließender PCR bestätigt werden konnte. Die Ergebnisse der PCR sind in Abb. 
5 sowie Tabelle 14 dargestellt. 
 
       Mut WT   LW Marker (bp)   WT    Mut   LW  Marker     WT  Mut   LW     Marker 
       
  
 
         Mut       WT    Marker   Mut    WT   LW  Marker  Mut    WT   LW   Marker 
                                    
   
 
Abb. 5: Gelelektrophorese der allelspezifischen PCR. Dargestellt sind pro Primer nur ein Beispiel für 
eine Wildtyp-PCR und die dazugehörige detektierte Mutation sowie Kontrolle D/15452 als 
heteroplasmatisches Beispiel. WT=Wildtyp, Mut=Mutation, LW=Leerwert, A=Adenin, C=Cytosin, 
G=Guanin, T=Thymin, M=DNA Molecular Weight Marker III (Fa. Roche), D=Kontrolle D. Gewünschte 
PCR Produkte sind mit Pfeilen gekennzeichnet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   3394 T 
   3394 C 
   3505 A
    3505 G   3992 C 
     3992 T 
     4024 A 
     4024 G 
 5773 G 
5773 A 
 
1375 
2027, 1904  
974 
831 
564 
4024 G 
4024 A 
5566 A
5566 G
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 WT  Mut   LW   Marker  WT   Mut   LW   Marker  WT   Mut  LW  Marker 
      
 
 
           WT  Mut   LW  Marker    D Marker  
                  
 
    
Abb. 5: Fortsetzung  
 
 
 
Tab.14: Häufigkeit der detektierten Mutationen. A=Adenin, C=Cytosin, G=Guanin, T=Thymin. 
 
 T3394C A3505G C3992T A4024G 5566 
Probanden 
(n=30) 
0 
(0%) 
0 
(0%) 
0 
(0%) 
0 
(0%) 
0 
(0%) 
Patienten 
(n=100) 
1 
(1%) 
2 
(2%) 
0 
(0%) 
1 
(1%) 
0 
(0%) 
 
 
10398 A 
10398 G 
14582 T 
14582 G 14798 T 
14798 C 
15452 C 
15452 A 
15452 C 
15452 A 
1375 
2027, 1904  
974 
831 
564 
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Tab.14: Fortsetzung (Häufigkeit der detektierten Mutationen. A=Adenin, C=Cytosin, G=Guanin, 
T=Thymin.) 
 
 5773 A10398G A14582G T14798C C15452A 
Probanden 
(n=30) 
0 
(0%) 
0 
(0%) 
1 
(3,3%) 
6 
(20%) 
8 
(26.7%) 
Patienten 
(n=100) 
0 
(0%) 
8 
(8%) 
0 
(0%) 
6 
(6%) 
18 
(18%) 
 
Bis auf drei Ausnahmen konnten bei den Mutationsraten keine größeren 
Unterschiede zwischen dem Probanden- und Kontrollkollektiv festgestellt werden. 
Der Basenaustausch an Position 10398 (MTND 3), welcher zu einem Wechsel der 
Aminosäure Threonin nach Alanin führt, konnte mit eindeutig höherer Tendenz in der 
Patientengruppe nachgewiesen werden. Umgekehrt wurden die Mutationen an 
Position 14798 und 15452 im mitochondrial codierten Teil des Cytochrom-b Gens 
häufiger in den Kontrollen detektiert. 
 
 
4.2.4  Real- time PCR 
 
4.2.4.1 Quantifizierung von mtDNA 
 
Effizienz der PCR 
 
Zur Bestimmung der PCR-Effizienz wurde für jeden Primer eine Standardkurve aus 
verschiedenen Verdünnungsstufen erstellt. Aus den jeweiligen Steigungen der 
Geraden konnten die Effizienzen nach der Formel E = 10(-1/Steigung) bestimmt werden 
(Rasmussen, 2001).   
 
Primer Effizienz [%] 
mtND1-F/-R 107,0 
mtND5-F/-R 94,1 
mtATPase6-F/-R 106,0 
nATPsynβ-F/-R 91,6 
Tab. 15: Effizienzen der jeweiligen Primer. 
Mittelwerte ergaben sich aus  Doppelbestimmung. 
mt=mitochondrial, n=nukleär. Primerbeschriftung 
vgl. 2.3.3.1.  
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Die relative Quantifizierung der mtDNA (vgl. 3.3.3.3) erfolgte über den Bezug der 
mitochondrialen Zielgene (mtATPase6, mtND1 und mtND5) zu dem nukleären 
Referenzgen ATPsynβ (Chabi et al., 2003). Der relative Expressionsunterschied der 
Proben zum Referenzgen ergibt sich aus dem folgenden arithmetischen 
Berechnungsmodell (Higuchi et al., 1993; Manczak et al., 2003): Rc=2-ΔCP, wobei Rc 
der relativen Kopienanzahl, CP dem Crossing Point und ΔCP der Differenz aus 
CPmtGen - CPReferenzgen entspricht. 
Um ein möglichst unverfälschtes Verhältnis von mtDNA/nDNA zu erhalten, wurde 
Gesamt-DNA eingesetzt, welche mittels Phenol/Chloroform Extraktion (vgl. 3.3.1.2) 
aus den Fibroblasten dreier Kontrollkulturen und den beiden Patientenkulturen 
isoliert wurde.  
Die Ergebnisse aus den Dreifachbestimmungen sind in der Tabelle 16 dargestellt. 
 
Ergebnisse der Expressionsuntersuchungen  
 
Die in Tabelle 16 gezeigten Rc-Werte (im Bezug zum humanen ATPsynß-Gen) sind 
das arithmetische Mittel aus mindestens drei Bestimmungen der Expressionsraten 
der einzelnen Gene. Die pro Probe benötigte Gesamt-DNA wurde aus zwei 
verschiedenen Zellkulturansätzen gewonnen.  
 
Tab. 16: Ergebnisse der Real-time PCR für die mitochondrialen Gene mtND1, mtND5 und ATPase6, 
MW=Mittelwert, STD=Standardabweichung, CP=Crossing Point, RC=relative Kopienanzahl. 
Primerbeschriftung vgl. 2.3.3.1. 
 
  Rc-Werte   (MW±STD)   
Primer Kontrolle A Kontrolle B Kontrolle D DR-254 DR-427 
mtND1 140,56±25,89 85,14±28,81 83,77±17,62 66,21±13,19 76,98±23,12 
mtND5 1,23±0,21 1,32±0,49 1,27±0,32 0,75±0,01 1,30±0,46 
mtATPase6 638,27±139,03 376,71±57,41 585,00±28,78 272,58±24,82 467,57±111,23
 
Bei Patient DR-254 ist eine geringe Erniedrigung der Expressionsraten der 
untersuchten mitochondrialen Gene zu erkennen, die aber nicht signifikant ist. 
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4.2.4.2 Untersuchung der Expression mitochondrialer Gene  
 
Die, wie unter 3.3.1.3 beschrieben, isolierte RNA wurde zu Untersuchungen über die 
Expression der mitochondrialen Gene eingesetzt. Außer MTND4L wurden alle 
mitochondrial codierten Gene untersucht und mit dem nukleären Gen GAPDH 
abgeglichen (Manczak et al., 2004). 
 
Effizienz der PCR 
 
Zur Bestimmung der PCR-Effizienz wurde für jeden Primer eine Standardkurve aus 
verschiedenen Verdünnungsstufen erstellt. Aus den Steigungen konnten die 
Effizienzen (Tab. 17) ermittelt werden (vgl. 4.2.4.1).  
 
Tab. 17: Effizienzen der jeweiligen Primer. Mittelwerte ergaben sich aus  Doppelbestimmung. 
 
Primer Effizienz [%]  Primer Effizienz [%] 
NADH SU1-F/-R 104,8  COX 1-F/-R 103,2 
NADH SU2-F/-R 109,4  COX 2-F/-R 97,9 
NADH SU3-F/-R 101,9  COX 3-F/-R 105,4 
NADH SU4-F/-R 99,9  ATPase 6-F/-R 96,3 
NADH SU6-F/-R 97,2  ATPase 8-F/-R 98,0 
Cytochrom b-F/-R 95,5  GAPDH-F/-R 106,2 
     
 
 
Ergebnisse der Expressionsuntersuchungen  
 
Die in Tabelle 18 und Abb. 6 gezeigten Rc-Werte (im Bezug zum humanen GAPDH 
Gen) sind das arithmetische Mittel aus mindestens drei Bestimmungen der 
Expressionsraten der einzelnen Gene. Die pro Probe benötigte RNA wurde aus zwei 
verschiedenen Zellkulturansätzen gewonnen, was die teilweise hohen 
Standardabweichungen erklärt.  
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Tab. 18: Rc-Werte der mitochondrial exprimierten Gene für die Probanden A, B, D und die 
Parkinsonpatienten DR-254 und DR-427. NADH SU1 bis 6=NADH Dehydrogenase Untereinheit 1 bis 
6, COX 1 bis 3=Cytochrom-c-Oxidase 1 bis 3, ATPase 6 und 8=ATP-Synthase F0 Untereinheit 6 und 
8. 
 
   Rc-Werte   
Primer Kontrolle A Kontrolle B Kontrolle D DR-254 DR-427 
NADH SU1 0,94±0,16 0,52±0,10 0,34±0,06 0,46±0,13 0,67±0,39 
NADH SU2 0,46±0,13 0,34±0,13 0,18±0,09 0,29±0,13 0,19±0,04 
NADH SU3 0,25±0,10 0,18±0,09 0,09±0,04 0,11±0,04 0,17±0,09 
NADH SU4 3,28±0,98 1,62±0,15 1,18±0,24 1,81±0,71 1,07±0,41 
NADH SU5 0,04±0,01 0,02±0,01 0,02±0,01 0,03±0,01   0,01±0 
NADH SU6 0,73±0,32 0,31±0,11 0,19±0,07 0,34±0,16 0,34±0,24 
Cytochrom b 0,53±0,24 0,36±0,23 0,21±0,11 0,24±0,20 0,29±0,16 
COX 1 6,46±2,74 3,15±1,35 2,21±0,51 3,54±1,78 3,41±2,7 
COX 2 1,53±0,93 0,89±0,29 0,74±0,29 1,23±0,64 1,30±1,06 
COX 3 1,49±0,24 1,14±0,23 0,77±0,22 1,14±0,46 1,11±0,76 
ATPase 6 0,91±0,29 1,12±0,25 0,91±0,25 1,32±0,70 0,93±0,66 
ATPase 8 1,20±0,26 1,19±0,59 0,91±0,16 1,50±0,65 1,04±0,79 
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Abb. 6: Graphische Darstellung der Expressionsergebnisse. NADH SU1 bis 6=NADH Dehydrogenase 
Untereinheit 1 bis 6, COX 1 bis 3=Cytochrom-c-Oxidase 1 bis 3, ATPase 6 und 8=ATP-Synthase F0 Untereinheit 
6 und 8.             
 
Für die Expressionsraten der Gene NADH-SU1 bis 6, Cytochrom b und COX 1 bis 3 
konnten keine Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten 
festgestellt werden. Die Expressionsraten für die Gene ATPase 6 und ATPase 8 des 
Patienten DR-254 liegen leicht über dem statistischen Mittel der Probandengruppe. 
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4.2.5  Bestimmung von Markern des oxidativen Stress 
 
4.2.5.1 Einzelzellgelelektrophorese 
 
Im Rahmen dieser Untersuchung sollte der oxidative Stress in Blutzellen 
(Lymphozyten) von Parkinsonpatienten und Probanden anhand des Comet Assay 
verglichen werden. Da die Patienten teilweise mit bzw. ohne Dopaminagonisten 
behandelt wurden, wurde bei der Auswertung das Patientenkollektiv zusätzlich in 
diese beiden Gruppen unterteilt. De-novo Patienten standen zum Zeitpunkt der 
Untersuchung nicht zur Verfügung. 
Zur Auswertung wurden jeweils 100 Zellen am Mikroskop beurteilt, in die Stadien 1-6 
eingeteilt (Abb. 7) und der relative oxidative Stress (vgl. Seite 77) berechnet. Es 
zeigte sich, dass die ausschließlich mit dem Wirkstoff Dopamin behandelten 
Patienten (ohne zusätzliche Gabe eines Dopaminagonisten) einen höheren 
oxidativen Stress aufwiesen, als die Kontroll- und  Dopaminagonisten therapierte 
Patientengruppe (siehe Tabelle 19 und Abb. 8). 
 
 
 
   
 Stadium 1     Stadium 2 
 
Stadium 1: Intakte Zelle, Kern ohne Schweifbildung.  
 Stadium 2: Weitestgehend intakter Kern mit minimaler Schweifbildung 
 
Abb.7: Comet Assay. Stadieneinteilung der Zellen nach Schädigungsgrad. 
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 Stadium 3     Stadium 4 
 
     
 Stadium 5     Stadium 6 
 
Stadium 3: Deutlich sichtbarer Kern, nur geringe Schweifbildung. 
 Stadium 4: Noch sichtbarer Kern, starke Schweifbildung. 
Stadium5: Kopf und Schweif verschmelzen miteinander. Keine Abgrenzung 
mehr möglich. 
Stadium 6: Kein Kern mehr sichtbar.  
 
Abb. 7: Fortsetzung 
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Tab. 19: Ergebnisse der Untersuchung des relativen oxidativen Stress in Lymphozyten von Kontrollen 
und Patienten. DA = Dopaminagonistentherapie 
 
Kontrollen relativer 
oxidativer 
Stress 
 Patienten 
DA positiv 
relativer 
oxidativer 
Stress 
 Patienten 
DA negativ 
relativer 
Oxidativer 
Stress 
DR-455 1,5  DR-772 1,2  DR-818 2,3 
DR-494 1,3  DR-773 1,5  DR-823 1,9 
DR-756 1,9  DR-776 1,3  DR-833 2,7 
DR-775 1,7  DR-784 1,8  DR-836 2,0 
DR-924 2,0  DR-796 0,7  DR-867 1,4 
DR-925 1,1  DR-815 0,8  DR-908 1,5 
DR-929 1,2  DR-824 1,1  DR-916 1,2 
DR-930 0,9  DR-858 0,9  DR-917 1,9 
DR-944 1,2  DR-865 0,1  DR-939 1,9 
DR-945 1,2  DR-886 1,1  DR-949 1,7 
DR-1049 0,6  DR-900 1,0    
DR-1050 1,3  DR-902 0,6    
DR-1051 2,3  DR-932 1,2    
DR-1071 0,6  DR-951 0,6    
DR-1072 1,59       
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                 Patienten 
 
Patienten mit Dopaminagonistentherapie 
 
Patienten ohne Dopaminagonistentherapie/L-Dopa therapiert 
 
Kontrollbereich mit Mittelwert 
   
Abb. 8: Vergleich der Werte für oxidativen Stress der Kontrollgruppe mit den Patientengruppen. 
 
 
4.2.5.2 Nachweis von Superoxid in den Mitochondrien 
 
Bei der Hemmung von Komplex I der mitochondrialen Atmungskette durch Rotenon, 
kommt es zu einer frühzeitigen Übertragung der Elektronen auf Sauerstoff und somit 
zur Bildung von Radikalen. Diese Radikalbildung konnte mittels Fluoreszenzfarbstoff 
(vgl. 3.3.7.2) dargestellt werden  
 
Patient DR-427 zeigte einen Anstieg der Fluoreszenz bei 200 - 300 nM 
Rotenonzugabe zur den Zellkulturen (Abb. 9), Kontrolle D und Patient DR-254 
zeigten einen mäßigen Anstieg der Fluoreszenz bei 500 nM Rotenon und die 
Kontrollen A und B wiesen einen mäßigen Anstieg bei 600 nM Rotenon auf. 
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     Inkubation ohne Rotenon    Inkubation mit 300 nM Rotenon 
 
        
     Inkubation mit 500 nM Rotenon   Inkubation mit 600 nM Rotenon 
    
        
     Inkubation ohne Rotenon    Inkubation mit 100 nM Rotenon 
 
        
     Inkubation mit 200 nM Rotenon   Inkubation mit 300 nM Rotenon 
 
 
Abb. 9: Kontrolle B und Patient DR-427 (als ausgewählte Beispiele, Dreifachbestimmung). Färbung 
der Fibroblasten (nach Rotenonbehandlung der Zellkulturen) mit MitoSOXTM.  
Kontrolle B 
DR-427 
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4.2.5.3 Messung der H2O2 Freigabe von Zellen 
 
Da Wasserstoffperoxid, ebenso wie Superoxid, als ein Indikator für den oxidativen 
Stress in den Zellen dient, wurde die Freigabe an H2O2 mittels Amplex® Red Kit (vgl. 
3.3.7.2) gemessen. 
Tabelle 20  sowie Abb. 10 zeigen die Ergebnisse der H2O2 Bestimmung. 
 
 
Probe Mittelwert (RFE)  
Kontrolle A 29289 ± 216 
Kontrolle B 28318 ± 671 
Kontrolle D 30304 ± 292 
DR-254 31143 ± 879 
DR-427 29766 ± 1495 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
   
        
 
Abb. 10: Graphische Darstellung der H2O2 Freigabe von Kontroll- und Patientenfibroblasten. 
 
Bei der Messung der reaktiven Sauerstoffverbindung H2O2 konnten keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den Kontrollen und Patienten festgestellt 
werden. Aus diesem Grund wurden die Zellen erneut mit verschiedenen 
Konzentrationen an Rotenon behandelt.  
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Tab 20: Messung der H2O2 Freigabe von 
Kontroll- und Patientenfibroblasten. RFE= 
relative Fluoreszenzeinheit. Mittelwert 
ergibt sich aus Dreifachbestimmung. 
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Messung der H2O2 Freigabe nach Rotenonbehandlung 
 
Die Patienten- und Kontrollzellen wurden für 24h mit verschiedenen 
Rotenonkonzentrationen (0 nM – 1000 nM) inkubiert.  
Da auch hier keine Unterschiede festgestellt werden konnten, sind nur die 
Messwerte für die beiden Konzentrationen 0 nM und 1000 nM aufgezeigt (Tab. 21). 
 
Tab 21: Messung der H2O2 Freigabe von Kontroll- und Patientenfibroblasten nach 
Rotenonbehandlung. RFE = relative Fluoreszenzeinheit. Mittelwert ergibt sich aus Doppel-
bestimmung. 
 
Probe Mittelwert (RFE) 
0 nM 
Mittelwert (RFE) 
1000 nM 
Kontrolle A 38564 37243 
Kontrolle B 35300 35528 
Kontrolle D 35105 35451 
DR-254 36581 35154 
DR-427 32776 32492 
 
 
4.2.6  Untersuchungen zum Membranpotential 
 
Da das mitochondriale Membranpotential (ΔΨ), neben der ATP-Synthese auch bei 
anderen zellulären Prozessen eine wichtige Rolle spielt (z.B. Import von nukleär 
codierten Proteinen in die Mitochondrien, Apoptose), wurden die Patienten- und 
Kontrollfibroblasten auf eventuelle Unterschiede im Membranpotential untersucht 
(vgl. 3.6.2).  
 
4.2.6.1 Bestimmung des Membranpotentials im Mikrotiterplattenfotometer 
 
Die Bestimmung des Membranpotentials am Mikrotiterplattenfotometer erfolgte mit 
der in Kapitel 3.6.2.1 beschriebenen Methode. Die Patientenzellen zeigten keine 
Unterschiede in der Depolarisation im Vergleich mit den Kontrollen (Tab. 22 und Abb. 
11).  
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Tab. 22: Membranpotential von Patienten- und Kontrollzellen. MW ergibt sich  
aus Dreifachbestimmung. 
 
Probe Monomer 
(Fluoreszenz) 
J-Aggregat 
(Fluoreszenz) 
Verhältnis 
rot/grün 
Kontrolle A 446 3167 7,1 ± 0,10 
Kontrolle B 682 5540 8,1 ± 0 
Kontrolle D 664 5307 8,0 ± 0,25 
DR-254 1461 11779 8,1 ± 0,35 
DR-427 1142 9458 8,3 ± 0,10 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
Abb. 11: Graphische Darstellung der Ergebnisse zum Membranpotential 
 
 
4.2.6.2 Bestimmung des Membranpotentials am Durchflußzytometer 
(FACSCalibur™)   
 
Um die unter 4.2.6.1 erhaltenen Daten zu überprüfen, wurde das Membranpotential 
der Zellen in einem weiteren Versuch mittels Durchflußzytometer wiederholt 
gemessen, wobei auch hier keine signifikanten Unterschiede erkennbar waren. Die 
Plots sind in Abb. 12. dargestellt. 
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Abb.12: JC-1 Analyse des mitochondrialen Membranpotentials der Kontrollfibroblasten A,B, D sowie 
der Patienten DR-254 und DR-427 mittel Durchflußzytometer. FL1 und 2=Fluoreszenz gemssen im 
Kanal 1 und Kanal 2. Prozentwerte geben die Region mit der größten Zellverteilung an. 
 
 
 
 
Kontrolle A Kontrolle B 
Kontrolle D 
DR-254 
DR-427 
 
49,54%        48,05% 
    48,46% 
50,34% 49,12% 
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Abb. 12: Fortsetzung 
 
 
4.2.7      Bestimmung der ATP-Konzentration 
 
Da die Mitochondrien den wichtigsten Ort für die ATP-Bildung darstellen, sollten 
mittels der unter 3.7 beschriebenen Methode  die ATP-Konzentrationen der Kontroll- 
und Patientenfibroblasten untersucht werden, um mögliche Störungen in der 
Elektronentransportkette und somit der ATP-Bildung zu erkennen. Das bei diesem 
Experiment erhaltene Lumineszenssignal war hierbei proportional der ATP-
Konzentration (Tab. 23).  
Eine, im Gegensatz zu den Kontrollen, etwas geringere ATP-Menge wurde nur bei 
dem Patienten DR-254 gemessen (Tab. 23/Abb. 13). 
 
Probe RLU 
(10000 Zellen) 
Kontrolle A 2,31 x 105 
Kontrolle B 3,30 x 105 
Kontrolle D 3,77 x 105 
DR-254 1,97 x 105 
DR-427 3,98 x 105 
 
 
 
      Kontrolle A 
Kontrolle B
DR-254 
DR-427 
DR-427 
DR-254 
Kontrolle D
Tab. 23.:  Lumineszenzmessung von  
Kontroll- und Patientenfibroblasten  
(Mittelwert aus Doppelbestimmung) .  
RLU = Relative Lumineszenzeinheiten 
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4.2.8  Proteinuntersuchungen 
 
4.2.8.1 Zweidimensionale Elektrophorese 
 
Diese Untersuchung sollte einen Überblick über die mitochondrialen Proteine in den 
Probanden- und Patientenfibroblasten vermitteln, um zu klären, ob eventuelle 
Unterschiede in der Verteilung und Konzentration der mitochondrialen Proteine 
sichtbar sind. Es konnten hierbei aber keine signifikanten Unterschiede festgestellt 
werden (Abb. 14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1,0 
2,0 
3,0 
4,0 
    RLU (x 105) 
0 
Abb. 13: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Lumineszenzmessung (RLU = relative 
Lumineszenz. 
Kontrolle A Kontrolle B Kontrolle D DR-254 DR-427 
Proben
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      Kontrolle A                        Kontrolle B       
   
        
           
    
 
 
 
         DR-427 
 
 
 
 
4.2.8.2 Untersuchung der Atmungskomplexproteine 
 
Mit Hilfe der nativen Gelelektrophorese (Kapitel 3.4.2) sollten die Proteinkomplexe I, 
II, IV und V der mitochondrialen Atmungskette dargestellt werden, um einen 
Überblick über die Aktivität der einzelnen Komplexe zu erhalten. Die Komplexe I, II, 
und V sind in Abb. 15 dargestellt. Tabelle 24 und Abb. 16 zeigen die Ergebnisse für 
den Komplex IV der mitochondrialen Atmungskette. 
 
Kontrolle D DR-254 
Abb. 14: Zweidimensionale Gelelektro-
phorese von Patienten und Kontrollen 
(pH 3-10, Auftragsmenge 10 µg/µl 
Protein). 
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Ko. A     Ko. B      Ko. D     DR-254   DR-427   Masse 
  ~850 kDa Komplex I 
  
  ~600 kDa Komplex V 
  
 ~130 kDa       Komplex II 
 
Abb.15: Enzymspezifische Färbung der Atmungskettenkomplexe I, II und V der Kontrollfibroblasten 
A,B,D und der Patientenfibroblasten DR-254 und DR-427 nach Blue Native Elektrophorese (Ko.= 
Kontrolle, kDa = Kilodalton). 
 
 
Probe sE Komplex IV 
(mol/min/mg) 
Kontrolle A 7,95 
Kontrolle B 11,78 
Kontrolle D 9,64 
DR-254 8,33 
DR-427 9,31 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 16: Graphische Darstellung der Enzymaktivitäten aus Tab. 24.   
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Tab. 24: Enzymaktivität von Komplex IV 
der Mitochondrialen Atmungskette, 
sE = spezifische Enzymaktivität. 
 
Kontrolle A Kontrolle B Kontrolle D 
12 
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Die Atmungskettenkomplexe I, II und IV wiesen in der nativen Elektrophorese keine 
relevanten Unterschiede zwischen den einzelnen Proben auf.  Da Komplex IV 
elektrophoretisch nicht nachgewiesen werden konnte, wurde die Aktivität am 
Fotometer bestimmt. Auch hier lagen die Werte der beiden Patienten im statistischen 
Mittel der Kontrollen (Tab. 24). 
 
     
4.2.9 Elektronenmikroskopische Untersuchung von Mitochondrien 
 
Durch die elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Mitochondrien konnten 
morphologische Unterschiede  zwischen den Kontrollen und Patienten sichtbar 
gemacht werden. In den nachfolgenden Abbildungen sind ausgewählte 
Mitochondrien von den Probanden A, B und D sowie den Patienten DR-254 und DR-
427 dargestellt. 
 
 
Kontrolle A 
   
 
Abb. 17: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Mitochondrien aus den dermalen 
Fibroblastenzellkulturen der Kontrollen A, B und D sowie der Patienten DR-254 und DR-427.  
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Abb. 17: Fortsetzung 
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DR-427 
  
 
Abb. 17: Fortsetzung 
 
Die Kontrollzellen enthielten überwiegend Mitochondrien von normaler morpho-
logischer Gestalt. Nur in Kontrolle D kamen auch einige wenige sehr lange 
Mitochondrien (siehe auch DR-427) vor. Einige Mitochondrien der Fibroblasten von 
Patient DR-254 waren aufgebläht, zeigten Schwellungen und zum Teil auch 
Gabelungen. Auffällig an den Mitochondrien von Patient DR-427 war ihre Länge im 
Vergleich mit den anderen Proben. Ein großer Teil der Mitochondrien war wesentlich 
länger als die Kontrollmitochondrien.  
500 nm 500 nm
Gabelung  Sehr langes 
Mitochondrium 
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5 Diskussion 
 
Bis heute ist die Ätiopathogenese der Parkinson Krankheit ungeklärt. Verschiedene 
Abweichungen im Stoffwechsel von Betroffenen konnten zwar detektiert werden, 
aber bis heute gibt es keine eindeutigen Hinweise, wodurch es zu einem Ausbruch 
der Erkrankung kommt. Da es am wahrscheinlichsten ist, dass die Krankheit 
multifaktoriell bedingt ist, könnten Mutationen der mitochondrialen DNA, ebenso wie 
Veränderungen in der mtDNA Kopienzahl und/oder veränderte mRNA 
Expressionsraten eine wichtige Rolle spielen. Des weiteren sind auch reaktive 
Sauerstoffspezies, die zu Degradierungen, Lipidperoxidationen und Membran-
schäden führen können, an der Entstehung der Krankheit beteiligt. 
 
 
5.1 Untersuchungen der mtDNA mittels Sequenzierung und 
allelspezifischer PCR 
 
Da Komplex I der mitochondrialen Atmungskette als der Anfälligste gilt, wurde ein 
Kontroll- (n=13) und Patientenkollektiv (n=85) auf Mutationen in den beiden 
Untereinheiten mtND1 und mtND2, inklusive der drei dazwischenliegenden tRNA- 
Gene, untersucht. Insgesamt konnten im Patientenkollektiv acht verschiedene 
Basenaustausche (T3394C, A3505G, C3992T, A4024G, T4216C, A4917G, T4336C, 
G5046A) und im Kontrollkollektiv zwei unterschiedliche Basenaustausche (T4216C, 
A4917G) detektiert werden, die ausnahmslos homoplasmatisch ausgeprägt waren.  
Die Mutation T3394C (ein Patient) führt zum Austausch der hochkonservierten (siehe 
Tab. 25) hydrophilen Aminosäure Tyrosin gegen die basische Aminosäure Histidin in 
einem hochkonservierten Bereich des mtND1. Beschrieben wurde diese Mutation 
bereits im Zusammenhang mit der neurodegenerativen Erkrankung LHON (Johns et 
al., 1992), wo sie als sekundäre Mutation eine Rolle spielen könnte. Ebenso trat sie 
gehäuft beim Wolfram Syndrom auf (Hirai et al., 1996) und wird auch mit dem nicht- 
Insulinabhängigen Diabetes mellitus in der japanischen Bevölkerung (Hirai et al., 
1996) assoziert. Eine pathogene Wirkung für Parkinson konnte bis heute noch nicht 
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund ist es sehr wahrscheinlich, dass die 
einzelne Mutation für sich keine pathogene Wirkung hat, die Penetranz und den 
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Schweregrad von „primären“ Mutationen aber beeinflussen könnte (Brown et al., 
1992; Gerbitz et al., 1995; Jaksch et al., 1996). 
 
Tab. 25: Darstellung der veränderten Proteinsequenz im Vergleich zu ausgewählten Organismen. 
M=Mutation, WT=Wildtyp. 
 
Spezies                 T3394C                                         A3505G 
Homo sapiens (M) 
Homo sapiens (WT) 
Pan paniscus 
Gorilla gorilla 
Bos taurus 
Rattus norvegicus 
Mus musculus 
Balaenoptera musculus 
Limulus polyphemus 
E R K I L G H M Q L R K G     L K P A T S A I T L Y I T 
E R K I L G Y M Q L R K G     L K P A T S T I T L Y I T 
E R K I L G Y M Q L R K G     L K P S T S T I T L Y I T 
E R K I L G Y M Q L R K G     L K P S T S T I T L Y I T 
E R K V L G Y M Q L R K G     L R P A T S S A S M F I L 
E R K I L G Y M Q L R K G     M R P L T T S M S L F I I 
E R K I L G Y M Q L R K G     M R P L T T S M S L F I I 
E R K I L G Y M Q F R K G     L R P A T S S T T M F I T 
E R K V L G Y M Q H R K G     V R P S T S S Q T M F L I 
Spezies                 C3992T                                         A4024G 
Homo sapiens (M) 
Homo sapiens (WT) 
Pan paniscus 
Gorilla gorilla 
Bos taurus 
Rattus norvegicus 
Mus musculus 
Balaenoptera musculus 
Limulus polyphemus 
F F M A E Y M N I I M M N       T L T T – A I F L G T T 
F F M A E Y T N I I M M N       T L T T – T I F L G T T 
F F M A E Y M N I I M M N       T L T A – T I F L G A T 
F F M A E Y M N I I M M N       T L T T – M I F L G T T 
F F M A E Y A N I I M M N       I F T A – I L F L G T S 
F F M A E Y T N I I L M N       A L T S – I V F L G P L 
F F M A E Y T N I I L M N       A L T T – I I F L G P L 
F F L A E Y A N I I M M N       M F T A – I L F L G T F 
F S L A E Y A N I L M M N       T L S Y L I L F L G S S 
Spezies                 T4216C                                        A4917G 
Homo sapiens (M) 
Homo sapiens (WT) 
Pan paniscus 
Gorilla gorilla 
Bos taurus 
Rattus norvegicus 
Mus musculus 
Balaenoptera musculus 
Limulus polyphemus 
L A L L M W H V S M P I T     Q I S P S L D V S L L L T 
L A L L M W Y V S M P I T     Q I S P S L N V S L L L T 
L A S L M W Y I S M P T T     Q I S S S L N V N L L L T 
L A L L M W Y I S M P T T     Q I S S S T N V S L L L T 
L A L C M W H V S L P I L     Q I F P S I N L N L I L T 
L A F C M W Y I S L P I F     Q F Y Q L L N P T I T T I 
L A L C M W H I S L P I F     Q I Y P L L N S T I I L M 
L A L T M W S P L P M P Y     Q I S P S I N L Y L M L T 
P M A A M W Y I S T L A E     Q L M I - L N L T I Y L I 
Spezies                 G5046A                                                                        
Homo sapiens (M) 
Homo sapiens (WT) 
Pan paniscus 
Gorilla gorilla 
Bos taurus 
Rattus norvegicus 
Mus musculus 
Balaenoptera musculus 
Limulus polyphemus 
M G W M M A I L P Y N P N 
M G W M M A V L P Y N P N 
M G W M M A V L P Y N P N 
V G W M M A V L P Y N P N 
M G W M T A V L P Y N P T 
M G W M T A I L P Y N P N 
M G W M L A I L P Y N P S 
M G W M T T I L P Y N P T 
L G W M I S I L P F S P Q 
Spezies                 T14798C                                      C15452A                  
Homo sapiens (M) 
Homo sapiens (WT) 
Pan paniscus 
Gorilla gorilla 
Bos taurus 
Rattus norvegicus 
Mus musculus 
Balaenoptera musculus 
Limulus polyphemus 
K L I N H S L I D L P T P     L G L L L F I L S L M T L 
K L I N H S F I D L P T P     L G L L L F L L S L M T L 
K L I N H S F I D L P T P     L G L F L F L L I L M T L 
K L I N H S F I D L P T P     L G L F L F L L T L M T L 
K I V N N A F I D L P A P     L G A L L L I L A L M L L 
K I I N H S F I D L P A P     L G V F M L L L F L M T L 
K I I N H S F I D L P A P     L G I L I M F L I L M T L 
K I I N D A F I D L P T P     L G A L L L I L T L L M L 
K I I N N S F I D L P T P     L G F L I M L T A L - T L 
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Die bei zwei Parkinsonpatienten detektierte Mutation an Position 3505 der 
mitochondrialen DNA führte zu einem Austausch der Aminosäure Threonin zu Alanin. 
Für diese Mutation fand Simon et al. (2000) eine erhöhte Tendenz bei seinen 
untersuchten Blutproben von Parkinsonpatienten, die aber nicht signifikant war. In 
Kombination mit weiteren Mutationen könnte aber auch dieser Basenaustausch 
einen Summationseffekt bewirken, der zum Entstehen der Erkrankung beitragen 
kann (Simon et al., 2001). Bisher konnten aber keine weiteren Untersuchungen diese 
Annahme unterstützen (Richter & Sonnenschein et al., 2002). 
Der Austausch der Aminosäure Threonin durch Methionin an Position 3992 bei 
einem Patienten dürfte keine weitere Bedeutung haben, denn Threonin ist an dieser 
Position nicht konserviert, sondern bereits im Schimpansengenom durch Methionin 
ersetzt (Tab. 25). Auch in der Parkinsonliteratur findet dieser Basenaustausch keine 
Beachtung. Gleichfalls ist auch für die detektierte Mutation an Position 4024 keine 
pathogene Wirkung anzunehmen. Zwar vermuteten verschiedene Arbeitsgruppen in 
früheren Jahren eine Verbindung dieser Mutation mit neurodegenerativen 
Erkrankungen (Howell et al., 1991; Savontaus, 1995; Brown et al., 1996), jedoch war 
auch in diesen Arbeiten die Mutationsrate nur gering erhöht und konnte auch in 
späteren Untersuchungen nicht bestätigt werden (Kirchner et al., 2000).  
Ein Zusammenhang von neurodegenerativen Erkrankungen und einer Mutation an 
Position 4216, welche sehr häufig in Verbindung mit der Mutation 4917 auftritt, wird 
in der Literatur sehr oft diskutiert. Viele Gruppen weisen auf ein erhöhtes Auftreten 
beider Mutationen im Blut und Gehirn bei Patienten mit neurodegenerativen 
Erkrankungen hin und sehen diese Basenaustausche als sekundäre LHON 
Mutationen (Hofmann et al., 1997; Kösel et al., 1997). In dieser Arbeit konnten diese 
Ergebnisse nicht bestätigt werden. Der Basenaustausch an Position 4216 trat in dem 
untersuchten Probandenkollektiv prozentual mehr auf, als in der Patientengruppe 
und auch die Mutationsrate für A4917G war im Patientenkollektiv nur geringfügig 
höher als bei den Kontrollen. Bei 38,5% der untersuchten Kontrollen und nur bei 
22,3% der Patienten konnte eine Mutation an Position 4216 detektiert werden. Das 
mitochondriale Genom von 7,7% der untersuchten Probanden und 10,6% der 
Patienten enthielt den beschriebenen Basenaustausch A4917G. Allerdings wurden in 
dieser Arbeit zu wenige Kontrollen untersucht, um ein signifikantes Ergebnis zu 
erhalten. Im Vergleich, der bei dieser Arbeit untersuchten Patienten mit Kontrollen 
aus anderen Publikationen, (Kirchner et al., 2000) konnte ein gehäuftes Vorkommen 
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der T4216C Mutation bei den Probanden nicht mehr bestätigt werden. Die 
Ergebnisse [22% der Erkrankten (n=85) versus 18% der Probanden (n=127)] lassen 
aber auch keine Rückschlüsse auf eine pathogene Rolle der Mutation zu. Des 
weiteren zeigten Kirchner et al. (2000), dass die Mutation gehäufter bei Frauen zu 
finden ist und sogar mit gleicher Häufigkeit wie bei den untersuchten Patientinnen 
detektierbar war. Der Vergleich der A4917G Mutation bei den hier untersuchten 
Patienten (n=85) mit größeren Kontrollkollektiven (n=199) anderer Gruppen (Simon 
et al., 2000) konnte die hier präsentierten Ergebnisse  bestätigen. 
Eine weitere Mutation (T4336C), über deren pathogene Wirkung in mehreren 
Arbeiten bereits diskutiert und mit Parkinson in Zusammenhang gebracht wurde 
(Shoffner et al., 1993; Egensperger et al., 1997) befindet sich in einem Gen, welches 
für die tRNAGln codiert. Eine Meta-Analyse von veröffentlichten Daten zeigt einen 
Trend zugunsten der Parkinsonpatienten, der aber nicht signifikant ist (Simon et al., 
2000). Bei 2,9% der untersuchten Patienten (n=543) konnte die Mutation 
nachgewiesen werden, aber nur bei 1,4% der Probanden (n=634) (Simon et al., 
2000). Andere Arbeitsgruppen (Finnilä et al., 2001; García-Lozano et al., 2002) 
konnten diese Ergebnisse nicht bestätigen. Eine pathogene Wirkung wäre auch in 
diesem Fall nur in Zusammenhang mit weiteren Mutationen denkbar. 
Der Austausch der mittelgradig konservierten Aminosäure Valin durch Isoleucin an 
Position 5046 im mtND2, konnte bei zwei Patienten nachgewiesen werden. In der 
Literatur wurde bisher kein Zusammenhang mit dieser Mutation und  
neurodegenerativen oder anderen Erkrankungen beschrieben.  
 
Von drei aus der vorangegangenen Gruppe ausgewählten Patienten (siehe 4.2) 
wurde die komplette mitochondriale DNA sequenziert. In Bezug auf Parkinson oder 
andere neurodegenerative Erkrankungen war die Familienanamnese bei diesen 
Patienten negativ. In der mitochondrialen DNA von Patient DR-254 konnten 
insgesamt sechs Basenaustausche (T3394C, A5566G, G5773A, A10398G, 
T14798C, C15452A), bei Patient DR-427 ein Basenaustausch an Position 3505 und 
im Genom von Patient DR-634 drei Mutationen, die zu einer Veränderung der 
Aminosäuresequenz führen (C3992T, A4024G, A14582G), nachgewiesen werden.  
A5566G und G5773A sind Mutationen in den Genen, die für die beiden tRNAs 
Tryptophan und Cyctein codieren (Abb18). Beide Mutationen führen zum Austausch 
von mittelgradig konservierten Aminosäuren in der T- bzw. der D-Domäne der 
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jeweiligen tRNA und haben eine G-T bzw. A-C Fehlpaarung zur Folge, die bei 
weniger als 50% von untersuchten Säugerorganismen (n=31) ebenfalls gefunden 
wurde (Helm et al., 2000).  Da die tertiäre tRNA Struktur auch durch viele Nicht-
Watson-Crick-Bindungen stabilisiert wird, könnte man daraus schlussfolgern, dass 
die oben genannten Fehlpaarungen nicht zwangsweise zu einer Strukturveränderung 
führen müssen, bzw. die Ausbildung der Tertiärstruktur stören. Wiederum werden 
aber einige neurodegenerative Erkrankungen (z.B. MERRF, MELAS) mit tRNA-
Mutationen in Verbindung gebracht. Da Basenaustausche an diesen beiden 
Positionen in der Literatur bisher nicht beschrieben wurden, lassen sich nur schwer 
Rückschlüsse auf ihre Beteiligung beim idiopathischen Parkinsonsyndrom ziehen. 
Ein Summationseffekt mit anderen Mutationen der schließlich zur Erkrankung führt, 
ist aber auch hier nicht auszuschließen. 
 
  
          
  
             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb. 18: Sekundärstruktur der mt tRNAs Tryptophan (Trp) und Cystein (Cys) in Anlehnung an Helm 
et al. (2000). In dieser Arbeit detektierte Basenaustausche wurden markiert. 
 
Eine in Verbindung mit Parkinson und LHON kontrovers diskutierte Mutation, ist der 
Austausch der mittelgradig konservierten Aminosäure Threonin durch Alanin an 
Position 10398 im MTND3 der mitochondrialen DNA. Populationsstudien zeigten ein 
gehäuftes Vorkommen der A10398G Mutation in der asiatischen Bevölkerung (66%) 
und bei sub-Sahara Afrikanern (91-96%), wogegen das Risikoallel bei nur 26% in 
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“weißen“ Individuen auftritt (Torroni & Wallace, 1994; Wallace et al., 1999). Einige 
Arbeitsgruppen sehen keinen Zusammenhang mit neurodegenerativen 
Erkrankungen wie LHON oder Parkinson (Simon et al., 2000), obwohl Simon et al. 
(2000) eine statistisch signifikante (P=0,01) Erhöhung im Vorkommen der Mutation 
bei Parkinsonpatienten (n=28) nachweisen konnten. Bei acht Erkrankten, aber nur 
bei einem Probanden (n=8) konnte das 10398G Allel detektiert werden. Da aber die 
Kontrollgruppe nicht ethisch gemischt und auch das Risikoallel bisher nicht gehäufter 
bei Patienten mit familiären Hintergrund aufzufinden war, distanzieren sich Simon et 
al.  von den Ergebnissen. Van der Walt. et al. (2002) halten aber auch eine verstärkte 
Produktion an ROS bei Vorhandensein des Risikoallels 10398G für möglich. Da in 
dieser Arbeit ausschließlich „weiße“ Individuen untersucht wurden und die 
Ergebnisse denen von Simon et al. (2000) ähnlich sind, wäre ein Mitwirken der 
Mutation an neurodegenerativen Erkrankungen möglich. Ein protektiver Effekt des 
10398G Allels, wie ihn van der Walt et al. (2003) beschreiben, konnte nicht 
nachgewiesen werden. Allerdings wird hierbei auf das Paper von Simon et al. (2000) 
Bezug genommen und die Ergebnisse wurden falsch interpretiert. 
Die drei detektierten Basenaustausche A14582G (MTND6), T14798C und C15452A 
(beide MTCYB) scheinen keine weitere Rolle beim idiopathischen Parkinsonsyndrom 
zu spielen, da sie bei der Untersuchung der Patienten und Probanden mittels 
allelspezifischer PCR in höherer Frequenz bei den Kontrollen auftraten, was auch 
durch andere Veröffentlichungen (Simon et al., 2000; Legros et al., 2001) 
Bestätigung fand.  Allerdings wäre ein protektiver Effekt des 14798C Allels auf Grund 
der hohen Konservierungsrate der Wildtypbase möglich.  
  
Das „Nichtauffinden“ von Mutationen, die direkt mit dem idiopathischen 
Parkinsonsyndrom in Verbindung gebracht werden konnten, steht nicht unbedingt in 
Konflikt mit den Cybrid Zelllinienexperimenten, welche auf eine mitochondriale DNA 
Beteiligung bei der Erkrankung hinweisen. Geringe Heteroplasmiegrade (<30%) 
können mit der angewandten direkten Sequenzierung kaum detektiert werden. Zwar 
liegen die Heteroplasmieraten der meisten pathogenen DNA Mutationen, die zu 
manifestierten neurologischen Erkrankungen führen, zwischen 70% und 100% (Holt 
et al., 1989; Smith et al., 1993; Simon et al., 1999), dennoch könnte die Ausbildung 
eines late-onset Parkinsonsyndroms auch durch geringere Mutationsraten begünstigt 
werden (Simon et al., 2000). Dies mag auch eine Erklärung dafür sein, dass 
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Arbeitsgruppen, die mit sensitiveren Techniken (z.B. Restriktionsverdauung, CFLP) 
ihre Proben analysiert haben, bisher auch keine parkinsonrelevanten Mutationen 
finden konnten (Richter et al., 2002).  
Eine weitere potentielle Erklärung für das „Fehlen“ von parkinsonrelevanten 
Mutationen liegt im Erwerb dieser Basenaustausche selbst. Die meisten Mutationen 
werden nicht vererbt, sondern im Laufe der Zeit willkürlich durch z.B. oxidativen 
Stress erworben und erreichen nicht den Schwellenwert für ihren Nachweis. 
Kumulativ allerdings reichen sie aus, um mitochondriale Dysfunktionen 
hervorzurufen. (Simon et al., 2000) 
Da die Auswirkungen der bisher gefundenen mitochondrialen DNA Mutationen auf 
den Zellmetabolismus bis heute nur unzureichend untersucht wurden, lassen sich 
kaum Rückschlüsse auf ihren pathologischen Einfluss bei neurodegenerativen 
Erkrankungen ziehen.  
 
  
5.2 Quantifizierung und Expressionsuntersuchungen von mtDNA 
 
Verschiedene Erkrankungen, die auf mtDNA Störungen zurückzuführen sind, 
resultieren nicht nur aus Mutationen, sondern können auch das Ergebnis von 
Veränderungen in der Kopienanzahl der mtDNA (Depletionen oder Über-
replikationen) sein. Am häufigsten wurden in der Literatur Überreplikationen der 
mtDNA beschrieben, die hauptsächlich aus einem verminderten Energiestoffwechsel 
resultieren. Depletionen der mtDNA wurden bisher bei verschiedenen pädiatrischen 
Erkrankungen (Moraes et al., 1991; Ricci et al., 1992; Poulton et al., 1995) und 
einigen Intoxikationen (Dalakas et al., 1990; Casademont et al., 1996) beschrieben. 
In neurodegenerativen Erkrankungen wurden sie bisher kaum untersucht 
(Rodríguez-Santiago et al., 2001). 
Bei einem, in dieser Arbeit untersuchten, Patienten (DR-254) konnte ein niedrigerer 
mtDNA Gehalt im Vergleich zu dem zweiten Patienten und den Kontrollen 
nachgewiesen werden. Untersuchungen an Mäusen haben gezeigt, dass 
neurotoxische Substanzen (z.B. MPP+) zu diesen Störungen in der mtDNA führen 
können, die Zellproliferation jedoch nicht inhibieren und somit die nukleäre DNA nicht 
betroffen ist (Kenichi et al., 1999). Da sich aber der mtDNA Gehalt über die Zeit 
wieder „normalisiert“ haben sollte, ist die vorangegangene Überlegung nur eine 
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Erklärung für anfängliche Störungen im mtDNA Level, nicht aber für die 
Verringerungen zum jetzigen Zeitpunkt der Untersuchung, da die Krankheit schon 
über Jahre manifestiert ist. Da viele Teile der mitochondrialen Atmungsketten-
komplexe nukleär kodiert werden, und nur im Komplex I mtDNA Mutationen 
nachgewiesen wurden, könnten nukleäre Mutationen ebenso zu diesem Ergebnis 
beitragen. Eine weitere Möglichkeit wurde unter Punkt 5.1 bereits erwähnt. 
Mutationen mit einem Heteroplasmiegrad unterhalb der Nachweisgrenze  könnten, 
ebenso wie ein geringerer Mitochondriengehalt in der Zelle, zu dem vorliegenden 
Ergebnis beigetragen haben. Bisher konnte aber noch nicht nachgewiesen werden, 
welche der genannten Ursachen zu diesem Ungleichgewicht zwischen nukleärer und 
mitochondrialer DNA führen (Moraes et al., 1991; Ricci et al., 1992). 
Des weiteren wurden von den mitochondrialen Genen des oxidativen 
Phosphorylierungssystems die mRNA Expressionsraten untersucht. Geringe 
Abweichungen wurden wieder nur bei Patient DR-254 festgestellt, wo die 
Expressionsraten für die ATP-Synthase F0 Untereinheit 6 und 8 etwas höher waren 
als bei dem zweiten Patienten und den Kontrollen. Jiang-Ming et al. (2002) konnten 
mit ihren Experimenten bestätigen, dass Wasserstoffperoxid zu einer erhöhten 
Expression der mitochondrial codierten Gene der ATP Synthase und Cytochrom c 
führt. Sauerstoffradikale werden immer wieder in Verbindung mit Parkinson gebracht 
(oxidativer Stress) und es ist möglich, dass auch hier vermehrt gebildete Radikale zu 
dieser Störung beitragen. Endgültig können aber auf die Ursachen eventueller 
Störungen der Enzymaktivität kein Rückschlüsse gezogen werden. Da der 
überwiegende Teil der ATP Synthase nukleär kodiert ist, sind normale oder auch 
erniedrigte ATP Synthase Aktivitäten nicht auszuschließen (Jiang-Ming et al., 2002). 
Betrachtet man sich die Ergebnisse der ATP-Bestimmung von Patient DR-254 
(Kapitel 4.2.7) so fällt auf, dass die ATP-Konzentration erniedrigt ist. Die erhöhten 
ATPase 6/8 Expressionswerte könnten somit auch darauf zurückzuführen sein, dass 
die Zelle versucht, diese Störung zu kompensieren. Zur vollständigen Abklärung 
dieser These müsste zusätzlich die Genexpression für die nukleär kodierten 
Untereinheiten der ATPase untersucht werden. 
Bis heute gibt es keinen „Normalbereich“ für mitochondriale Genexpressionswerte. 
Aus diesem Grund wäre es auch möglich, dass die beiden leicht erhöhten Werte 
keine pathologische Ursache haben, sondern sich einfach am oberen Limit bewegen. 
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Wie schon bei den Mutationsuntersuchungen erwähnt, ist auch bei den 
Expressionsuntersuchungen auf eine hohe Gewebespezifität hinzuweisen. Auch 
wenn in den untersuchten Fibroblasten keine signifikanten Unterschiede 
nachzuweisen waren, können die Expressionsraten der Gene im Muskel- oder 
Hirngewebe erniedrigt oder erhöht sein, so dass Störungen in der mitochondrialen 
Atmungskette erkennbar wären. Da bisher kaum Ergebnisse bezüglich der 
Expression mitochondrialer Gene bei neurodegenerativen Erkrankungen 
veröffentlicht wurden, sind Vergleiche mit anderen Erkrankungen (z.B. LHON, 
MELAS) nicht möglich. 
 
 
5.3 Oxidativer Stress, ROS und ATP-Produktion 
 
Immer mehr Studien zeigen, dass reaktiver Sauerstoff Schäden in der 
mitochondrialen Atmungskette hervorruft und somit zum idiopathischen 
Parkinsonsyndrom beitragen kann. Zur Bestimmung von DNA-Oxidationen gibt es 
eine Reihe von chromatographischen Methoden (HPLC-ECD, HPLC-MS/MS) 
(ESCODD, 2003). Alternativ dazu wurden in der vorliegenden Arbeit die Proben 
mittels Einzelzellgelelektrophorese untersucht. Hierbei erkennt das spezifische 
Reparaturenzym Formamidopyrimidin DNA Glykosylase Basen-Addukte und löst 
diese heraus, wodurch es zum DNA-Strangbruch kommt.  
Untersuchungen an de-novo Patienten waren nicht möglich, da alle Patienten, die an 
dieser Studie teilgenommen haben, bereits ein manifestiertes Parkinsonsyndrom 
aufwiesen, welches therapiert wurde. 
Da ausreichend Patienten vorhanden waren, konnte aber diese Gruppe zur 
Auswertung - in Abhängigkeit ihrer Therapieart - in zwei Untergruppen eingeteilt 
werden. Es zeigte sich, dass die Gruppe der L-Dopa-Monotherapie Patienten 
deutlich mehr Zellschäden aufwiesen als die Gruppe der mit Dopaminagonisten 
therapierten  Patienten und der Kontrollen. Buhmann et al. konnten ebenfalls eine 
tendentielle Erhöhung an Autooxidantien bei L-Dopa monotherapierten Patienten und 
im Gegenzug dazu, geringere Lipoproteinoxidationen bei agonistentherapierten 
Patienten nachweisen (Buhmann et al., 2004).  
Weitere Studien konnten ebenfalls zeigen, dass L-Dopa behandelte Patienten, im 
Vergleich mit unbehandelten Patienten, höhere Werte an 2,3-Dihydroxybenzoat (bei 
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gleicher Superoxiddismutaseaktivität) im Blut aufwiesen (Martignoni et al., 1999). In 
in vivo Studien an Tieren, die mit hochdosiertem L-Dopa behandelt wurden, konnten 
aber  keine Schäden der nigrostriatalen Neuronen nachgewiesen werden (Perry et 
al., 1984).  Auch in postmortem Untersuchungen an Patienten, die über einen langen 
Zeitraum mit einer kumulativen Dosis an L-Dopa behandelt wurden, konnten keine 
dadurch entstandenen toxischen Schäden der Substantia nigra festgestellt werden 
(Blin et al., 1988; Rajput et al., 1997). 
Es bleibt unklar, inwieweit L-Dopa oxidativen Stress bei Parkinsonpatienten 
induzieren kann. Die protektive Wirkung von Dopaminagonisten, z.B. Pergolid (Gille 
et al., 2002), Ropinirol (Yoshioka et al., 2000) und Cabergolin (Iida et al., 1999) 
konnte aber bereits in vitro und in vivo  gezeigt werden und unterstützten die 
Ergebnisse dieser Arbeit.  
Da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass Dopaminagonisten und auch L-
Dopa den oxidativen Stress beeinflussen können, ist es sinnvoll die Studien zum 
oxidativen Stress möglichst an de-novo Patienten durchzuführen oder die Medikation 
mit zu berücksichtigen. 
 
In einer weiteren Untersuchung zum oxidativen Stress sollte die Bildung von 
Superoxid in der Zelle nach Rotenonzugabe ermittelt werden. 
Rotenon ist ein lipophiler Hemmstoff, welcher spezifisch an den Komplex I der 
mitochondrialen Atmungskette bindet und so den Elektronentransport zwischen den 
Eisen-Schwefel-Clustern und Ubiquinon blockiert (Palmer et al., 1968).  
Im durchgeführten Experiment zeigte sich, dass die Zellen von Patient DR-427 schon 
nach einer Zugabe von 300 nM Rotenon in das Medium mit einer gesteigerten ROS 
Produktion reagierten, wohingegen die Fibroblasten der Kontrollen und des Patienten 
DR-254 erst nach einer Zugabe von 500 nM – 600 nM Rotenon mehr Superoxid 
bildeten. Da bereits andere Arbeitsgruppen (Barrientos & Moraes, 1999) zeigen 
konnten, dass eine geschädigte Atmungskette (z.B. durch Mutationen in den 
entsprechenden Genen) mit einer höheren ROS Produktion auf die Behandlung mit 
Atmungsketteninhibitoren (z.B. Rotenon, MPP+, Antimycin) reagiert, ist auch bei 
Patient DR-427 von einer Schädigung des Komplexes I durch die gefundenen oder 
weiterer unbekannter DNA Mutationen (nukleär und/oder mitochondrial) auszugehen. 
Bei Untersuchungen der H2O2-Bildung und des Membranpotentials konnten keine 
Unterschiede zwischen den Patienten und Kontrollen festgestellt werden. Es ist aber 
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nicht auszuschließen, dass auch nach Behandlung der Zellen mit anderen Inhibitoren  
Schäden der Atmungskette durch höhere H2O2-Bildungungsraten oder erniedrigte 
Membranpotentialwerte erkannt worden wären. Besonders bei den H2O2-
Bildungungsraten ist davon auszugehen, da sie in direktem Zusammenhang mit der 
Superoxidkonzentration stehen und auch schon andere Arbeitsgruppen einen 
Anstieg von H2O2 nach Rotenonbehandlung von Zellen nachweisen konnten (Fonck 
& Baudry, 2003; Sipos et al., 2003). Da diese Versuche aber mit Synaptosomen 
durchgeführt wurden, ist es wahrscheinlich, dass die in dieser Arbeit verwendeten 
dermalen Fibroblasten, bedingt durch ihre andere Enzymausstattung zu 
unempfindlich auf die Behandlung reagiert haben. Ebenso ist es möglich, dass die 
hier angewendete Methode zu unsensitiv war, um das gebildete Wasserstoffperoxid, 
welches neben z.B. Superoxid, Singulettsauerstoff, Peroxynitrit..., nur einen Teil der 
radikalen Sauerstoffverbindungen ausmacht, zu messen.  
Bei der Bestimmung der Gesamt-ATP-Konzentration konnte ein erniedrigter ATP-
Gehalt bei Patient DR-254 detektiert werden. Da in die mitochondriale ATP-Synthese 
alle fünf Komplexe der Atmungskette involviert sind, lässt sich nicht klären, wo die 
Ursache für diese Störung liegt. Biochemische Daten waren für diese Arbeit nicht 
zugänglich. Daher ist es auch nicht möglich abzuklären, ob die große Anzahl an 
Mutationen in den Komplexe I, III bzw. dem Cytochrom b-Gen bei Patient DR-254 
eventuell zu diesem Ergebnis beigetragen hat oder andere Faktoren [z.B. Mangel an 
intrazellulärem Magnesium (Ravikumar et al., 2000)] eine Rolle dabei spielen. Auch 
nicht detektierte heteroplasmatische Mutationen (siehe auch 5.1) im Komplex V, die 
zu einer erniedrigten ATPsynthase Aktivität führen würden, könnten eine Rolle 
spielen. Die mäßig erhöhten Expressionswerte für die mitochondrialen ATPase Gene 
6 und 8 könnten hierbei einen Kompensationseffekt darstellen. 
 
 
5.4 Proteinchemische Untersuchungen  
 
Wie bereits erwähnt, sind Störungen in den Atmungskettenkomplexen eine wichtige 
Diskussionsgrundlage bei der Entstehung von Parkinson. Aus diesem Grund wurden 
die Komplexe I, II, IV und V durch Kombination der beiden Methoden Native 
Gelelektrophorese und enzymspezifische Färbung untersucht. Für die Komplexe I, II 
und V konnten keine Unterschiede zwischen Probanden und Patienten festgestellt 
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werden. Allerdings ist die Methode nicht so sensitiv wie spektrofotometrische 
Methoden. Ein weiterer Grund mag auch darin liegen, dass, z.B bei Komplex I, 
mittels enzymspezifischer Färbung nur die NADH-Dehydrogenase dargestellt wird. 
Der wichtigste Schritt am Komplex I der Atmungskette aber, die 
Elektronenübertragung, die in biochemische Untersuchungen mit eingeht und dessen 
Störung auch andere Ursachen haben kann, wird nicht mit erfasst.  
Komplex IV ließ sich mittels dieser Methode nicht nachweisen. Allerdings scheint es 
sich hier um ein gewebespezifisches Problem zu handeln, da Komplex IV, isoliert aus 
Kontrollmuskelgewebe, eine gute Aktivität aufwies. Zu gleichen Ergebnissen kamen 
auch andere Arbeitsgruppen (z.B. van Coster et al., 2001), die verschiedene 
Gewebetypen untersuchten. Da Fibroblasten in ihrer Atmungskettenaktivität im 
Vergleich mit anderen Geweben (z.B. Muskel) sehr viel schwächer sind, wäre es 
möglich, dass die Komplex IV-Aktivität zu gering ist, um mittels nativer 
Gelelektrophorese nachgewiesen zu werden. Aus diesem Grund wurde zur 
Vervollständigung der Ergebnisse die Aktivität der Cytochrom-c-Oxidase fotometrisch 
bestimmt. Es konnten hierbei keine Unterschiede in der Enzymaktivität zwischen den 
Patienten und Kontrollen gemessen werden.  
 
Um einen Überblick über das mitochondriale Proteom zu erhalten, wurden die 
Proben über eine  zweidimensionale Elektrophorese (O’Farrell, 1975) aufgetrennt. 
Die Methode sollte hierbei aber lediglich einen Überblick über das Vorhandensein 
der mitochondrialen Protein geben und nicht zu ihrer Identifizierung dienen. Im 
Vergleich der Bilder (siehe 4.2.8.1, Abb. 21) miteinander konnten keine sichtbaren 
Unterschiede (z.B. fehlende Proteinspots) ausgemacht werden.  
Es ist aber darauf hinzuweisen, dass mit der angewandten Methode nicht alle 
Proteine darzustellen waren. Da eine Reihe mitochondrialer Proteine (z.B. 
Membranproteine) einen sehr basischen pI-Wert haben und dadurch besonders 
hydrophob und schwer löslich sind (neigen zur Präzipitation), kann davon 
ausgegangen werden, dass gerade in diesem Bereich Verluste in der Auftrennung 
vorgekommen sind. Diese Proteine müssten in speziellen Gelen mit sehr basischen 
Gradienten aufgetrennt werden und auch die Aufarbeitung müsste mit extremeren 
Detergentienkonzentrationen erfolgen. Da aber viele andere Proteine diese Prozedur 
nicht unbeschadet überstehen würden, stellte der hier eingesetzte Probenpuffer 
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einen Kompromiss dar, um von den ca. 1000 mitochondrialen Proteinen möglichst 
viele darzustellen. (Scheffler, 1999)   
Der Einsatz von immobilisierten pH-Gradienten ermöglichte eine hohe 
Reproduzierbarkeit der Gele untereinander und somit eine gute Vergleichbarkeit. 
Trotzdem waren Schwankungen einzelner Spots bei parallel aufgearbeiteten Proben 
nicht zu vermeiden.  
Ein Vergleich der Gele mit denen in Datenbanken zur Identifizierung von Spots war 
nicht möglich, da es kein allgemeingültiges „Rezept“ für die Auftrennung gibt und 
schon kleinste Abweichungen in den Protokollen (z.B. Gradient, Temperatur, 
Proteinmenge, Gewebetyp, Organismus und/oder Zellkulturbedingungen) zu großen 
Unterschieden im Ergebnis führen. Zur Identifizierung der Proteine müssten diese 
nun aus den 2D-Gelen eluiert und im Massenspektrometer identifiziert werden, was 
aber im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich war. 
 
 
5.5 Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Mitochon-
drien 
 
Erkrankungen, welche auf mitochondriale Störungen zurückzuführen sind, sind 
oftmals auch durch eine abnormale Mitochondrienmorphologie gekennzeichnet. In 
der vorliegenden Arbeit konnten Schwellungen (Patient DR-254) und 
Vergrößerungen (Patient DR-427) der Fibroblastenmitochondrien elektronen-
mikroskopisch nachgewiesen werden. Trimmer et al. (2000) konnten bei 
Experimenten mit humanen Neuroblastomazellen (SH-SY5Y, Rho0), die sie mit 
Mitochondrien von Parkinson- und Alzheimerpatienten repopulierten,, ebenfalls eine 
signifikante Erhöhung an abnormalen Mitochondrien (vergrößert und geschwollen) 
feststellen. 1991 wurde eine mitochondriale Krankheit beschrieben, deren 
Kennzeichen die Depletion der mtDNA ist  und daher auch ihren Namen hat (mtDNA 
Depletionssyndrom) (Moraes et al., 1991). Gilkerson et al. konnten mittels 
Transmissions-Elektronen-Mikroskopie zeigen, dass die Mitochondrien in mtDNA 
depletierten Zellen  (ρ0) viele geschwollene Regionen aufwiesen (Gilkerson et al., 
2000). Da auch bei Patient DR-254 ein geringerer mtDNA-Gehalt im Vergleich mit 
den anderen Proben nachgewiesen werden konnte, wäre das eine mögliche 
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Erklärung für die abnormale Mitochondrienmorphologie, die ebenfalls durch 
Schwellungen gekennzeichnet war.  
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6 Zusammenfassung 
 
Die Parkinsonkrankheit zählt zu den häufigsten neurodegenerativen Erkrankungen. 
Dabei erscheinen die meisten Fälle sporadisch und nur bei weniger als 10% der 
Betroffenen lässt sich ein familiärer Hintergrund nachweisen. Je früher der Ausbruch 
beginnt, desto wahrscheinlicher ist das Vorliegen genetischer Ursachen. 
Biochemische Untersuchungen am Komplex I der mitochondrialen Atmungskette in 
Verbindung mit Cybridzellexperimenten lassen vermuten, dass der mitochondriale 
DNA eine wichtige Rolle bei dieser Erkrankung zukommt. Aus diesem Grund wurden 
in der vorliegenden Arbeit die Gene für die NADH Dehydrogenase Untereinheiten 1 
und 2 von Patienten und Kontrollen auf mtDNA Mutationen hin untersucht. Des 
weiteren wurde bei drei Patienten das komplette mitochondriale Genom sequenziert. 
Im Anschluss daran konnte mittels der allelspezifischen PCR ein großes Patienten- 
und Kontrollkollektiv auf die dabei detektierten Punktmutationen hin untersucht 
werden. Folgende Ergebnisse wurden dabei gewonnen: 
• Insgesamt konnten im Patientenkollektiv (n=85) acht und im Kontrollkollektiv 
(n=10) zwei verschiedene Basenaustausche detektiert werden, die allesamt 
homoplasmatisch ausgeprägt waren. 
• Den drei ausgewählten Patienten konnten zehn verschiedene Mutationen 
zugeordnet werden, wovon allein sechs auf Patient DR-254 entfielen. 
• Von den detektierten Mutationen konnte nur der Basenaustausch an Position 
10398 der mitochondrialen DNA (Threonin → Alanin) mit eindeutig höherer 
Tendenz in der Patientengruppe nachgewiesen werden. Umgekehrt wurde die 
Mutation C15452A im Cytochrom-b Gen häufiger in der Kontrollgruppe (26,7% 
versus 18% Patienten) gefunden.  
• Eine eindeutig pathogene Wirkung konnte für keine Mutation nachgewiesen 
werden. Somit ist es bis jetzt am Wahrscheinlichsten, dass ein Zusammen-
spiel von mtDNA Mutationen in Verbindung mit Neurotoxinen und nukleärem 
Genotyp zu einer eventuell vorhandenen Störungen in der mitochondrialen 
Atmungskette (konnte aber im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgezeigt werden) 
führt, was wiederum zum Untergang dopaminerger Neuronen in der 
Substantia nigra beitragen könnte. 
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Des weiteren wurde der mtDNA-Gehalt quantifiziert und die Expression der 
mitochondrial codierten Gene untersucht. Folgende Ergebnisse ergaben sich 
hierbei: 
• Bei Patient DR-254 konnte ein niedrigerer mtDNA-Gehalt in der Zelle 
nachgewiesen werden. Zusätzlich konnten bei diesem Patienten auch geringe 
Abweichungen in den Expressionsraten der für die ATP-Synthase F0 
Untereinheiten 6 und 8 codierenden Gene detektiert werden. 
• Bei Patient DR-427 konnten weder im mtDNA-Gehalt noch bei den 
Expressionsraten der mitochondrialen Gene Unterschiede nachgewiesen 
werden. 
Ein weiterer Teil dieser Arbeit befasste sich mit Untersuchungen zum oxidativen 
Stress, der in Verbindung mit neurodegenerativen Erkrankungen gebracht wird. 
Hierbei konnte die protektive Wirkung von Dopaminagonisten an den mittels 
Einzelzellgelelektrophorese untersuchten Lymphozyten erstmalig nachgewiesen 
werden. Weitere Untersuchungen zum oxidativen Stress brachten folgende 
Ergebnisse: 
• Die Fibroblastenzellkultur von Patient DR-427 reagierte schon nach Zugabe 
von 300 nM Rotenon (Kontrollen: 500-600 nM) mit einer gesteigerten Gesamt-
ROS Produktion. Bei Untersuchungen der H2O2 Bildungsrate und des 
Membranpotentials konnten aber keine Unterschiede zwischen den 
Probanden und Patienten, nach Inkubation der Zellen mit verschiedenen 
Rotenonkonzentrationen, festgestellt werden. 
• Die Studien zum oxidativen Stress zeigten allgemein, dass dermale 
Fibroblasten dafür relativ ungeeignet sind, da sie sehr unempfindlich 
reagieren. Besser geeignet wären Muskelgewebe oder neuronale Zellen 
gewesen, die aber nicht zur Verfügung standen. 
 
Der dritte Teil der Arbeit befasste sich mit proteinchemischen Untersuchungen. 
Hierbei wurden die Atmungskettenkomplexe I, II und V mittels nativer 
Gelelektrophorese und anschließender Enzymfärbung im Gel dargestellt. 
Unterschiede zwischen den Patienten und Kontrollen konnten keine festgestellt 
werden. Da Komplex IV durch diese Methode nicht nachweisbar war, wurde dieser 
spektrofotometrisch bestimmt, wobei auch hier keine Unterschiede aufgezeigt 
werden konnten. 
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Bei Untersuchungen des mitochondrialen Proteoms mittels zweidimensionaler 
Gelelektrophorese konnten ebenfalls keine deutlichen Unterschiede zwischen den 
einzelnen Proben festgestellt werden.  
 
Morphologisch Untersuchungen der Mitochondrien mittels Elektronenmikroskopie 
zeigten deutliche Unterschiede zwischen den Kontroll- und den Patienten-
mitochondrien. Einige Mitochondrien der Zellen von Patient DR-254 wiesen 
Schwellungen und Gabelungen auf. Ein großer Teil der Mitochondrien von Patient 
DR-427 war wesentlich länger als die Mitochondrien der Kontrollfibroblasten. 
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